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Resumen
ftesunn
l’m’oteollsis limitada de tubullíta nadva. Se ha realizado sistemhticamonte la proteolisis
liniiúidat del heterodimnero de afl-tubulino nativa con ¡2 proteos. para localizar zonas
accesibles do la superficie do esta proteína. Lo identificación de los fragmentos so ha realizado
inicialmento mediante inníunodecocción comi un panel de 9 anticuerpos, específicos do otros
tantos epitopos dIstribuidos a lo largo do la secuencio do ambas cadenas (Andreu y do Pereda,
19’13). La ío*uorior microsecuonciación del extremo amino ha permitido lalocalización precisa
de ¡8 piííítos de digestión. La digestión controlada de las tubulinas ocurro ¡>referenwmente en
4 rcgtoiics do la secuencio (denominados A. II, C y D). Las nuevas regiones A sensibles a
proteolisis se lían localizado en cz-tubulino en las proximidades de lo Lys’l0. y en tonto a las
posiciones 511.100 en fí-tubulina. Las otras 3 zonas (13, C y D) corresponden, comí caníbios
menores, a las zonas definidas con anterioridad (de lo Viña, 1988). La zona B se extiendo
entre las posiciones 160-IDO. La región C es más extensa o incluye puntos do corte entro las
posiciones 275 a 360; los puntos de esta zona localizados exactamente se concentran en 2
subzonus precisas: CA so extiendo aproximadamente en las secuencias «(280-295) y ¡3<278..
285); y Ch se extiende en trono a las posiciones «339 y ¡3253. Lo región D está en ml extremo
carboxilo y coníprendo aproximadamente los últimos 20 y 50 residuos do a- y (3-tubulina
ru%pectivamento
Ptutoollsls lImitada cempamuda de tubulina helerod¡ní6tfca y ensamblado en
mnlcmuibules Inducidos por tuxol. La proteolisis limitada comparada do tubulina
boterodimn6r¡ca y ensuítnblada en nilerotúbulos inducidos por taxol facilito información sobro
la orientación espacial de los residuos accesibles. La zona A es accesible cii el polímero, do
acuerdo con la acotilación en la 1.ys4O do la «-tubulina ensamblada [Le»izct~ ¡987 9]. La
tomín 13, socuencicíníente próximo a la zona rica en Gly caractorlalica de tubulinas. tambi6n
os accesible en los microtúbulos. En las zonas C los puntos de ataque proteolítico que se
protegen en la polimerización se localizan principalment, en tomo a la posición 280
(subzonas CA) de a- y Il-tubulina y entre las posiciones 329-340 de cc-tubulina. La región 1)
se protege parcialmente en ce-tubulina; en ¡3-tubulina so observa un aumento de la digestión
do ciertas proteasas en las posiciones más internas, ya descritas en al hetorodimero.
x
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Estwctuun y pnteol¡sls limitada comnpomda de tubulliua-Zaí’ no ensamblada y
pollancaizada en hojas inducidas por Zn’-gliccnl. Sc ha observado un cambio cta el espectro
de dicroismo circular dc la tubulina dina6rica en tampón lOO mM MES. 3.4 mM glicerol. 0.1
mM MECía. 0.3 mM ZnCl2. 0. 1 mM GTP pH 6.5, respecto al estado de referencia en tampón
fosfato mícutro. El patrón de proteolisis limitada de «¡3-tubulina. nc ensatublada, en presencia
do z,Q es niuy similar al descrito (ver antes). En la forma polimerizada en hojas inducidas
por Zn~ se protegen puntos de coito do las zonas C que estaban expuestos en los
microtúbulos. Probablemente se debe a la interacción distinta entre los protofilamnontos de
estos dos tipos dc estructuras, que permiten un mayor empaquetamiento en las hojas siendo
mayor la superficie ocluida.
Pa~diccI6n de estwctuní de tubutinas y FtsL Se ha aborado el estudio de la estructura
de las tubulínas mediante la cognbinación de los datos experimentales. obtenidos en esto
trabajo y descritos en la literatura, con ntdtodos de predicción de estructura basados en cl
análisis de alineanainetos do múltiples secuencias. Se ha observado que los puntos de ataque
proteolitico so localizan en su mayoría en bucles. So ha propuesto un modelo de estructura
supersecundaria dalas regiones @103-172) y ¡3(93-170) de tubulina, que incluyen 2 zonas de
interacción con los residuos de fosfato del nucleotido. La proteína bacteriana FtsZ es una
G’l’Pasa y presenta homología dc secuencio parcial con tubulinas. Se ha observado por primera
voz que también existo homología a nivel de estructuro secundaria; el mayor segmento con
homología estructural es una región de ca. 80 residuos que ha permitido proponer un modelo
de estructura supersacundaria para la región 66-139.
1.os resultados de proteolisis limitada introducen importantes constricciones
estructurales, que serán tina prueba valiosa para cualquier modelo de estructura del dímero
cíe tubulina a alta resolución y su orientación en naicrotúbulos y hojas. Su combinación con
mn6todos niodernos do predicción de estructura posibilitan el desarrollo de modelos
estructurales.
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inlíoduccIón
1. El. (ITOESQIiELITO.
El <¿mimo citoesqueloto fue introducido hace más de dos siglos por IT. Needharn,
para describir estructuras exoesquelóticas en protozoos. Un 1879W. Flemníing describió por
primera voz los estudios do la mitosis o introdujo el concepto de citoesqueloto como una
estructura endoesquelduca fibrilar la cual conforimelasticidad al citoplasnia(tleidenhain 1899;
Franz 193’)).
El citoesqueleto se puede definir como el material celular que perníanace tras una
extracciómí con un dewrgenío no iónico (Schliwa 1986). Está integrado por tres tipos de fibras
de naturaleza proteica: microtúbulos, microfllaniontosy filamentos intermedios. Se encuentra
en cl citoplasma de las células eucarióticas y es responsable de la forma celular, la
organización espacial interna, motilidad, unovinlientos de cilios y flagelos, movimientos de
croínosoíiuís durante la mitosis y de propiedades (hicos como la elasticidad. Estas
caractoristicas celulares son debidas al alto dinamismo de que constan las estructuras
cítoesqucláicas capaces do ¡olínierízar y dospolinierizar a punir do sus subunidados proteicas
(l3orshadsky y Vasihiev 1988; Damnell, Lodislí et .1. 1990).
2. 1.08 MIC’ROTÚDUI.0S: FSTRLICI’LIRA.
Los nucrotúbulos celulares <¡picos son polirneros cilíndricos no covulontos do unoa
25 orn de diámetro, compuestos de tubulina y proteínas asociadas a microtúbulos (MAPa).
En las c6lulas en división los microtúbulos son los componentes mayoritarios del huso
mitótico, que es esencial para la segregación de los cromosomas (Mitchinson y Sawin 1990).
1.5 estructura níicroiubular es ditiámica, como ya se pudo ver por la rápida respuesta del huso
mitótico a las perturbaciones del equilibrio tubulina-microtúbulos Qnouo y Sato ¡967), en las
oscilaciones continuas de los cromosomas (Bajer ¡982), y en el mnovintiento de pequeñas
paniculas atrapadas en .1 huso mitótico (Bajer y Mole-D~jor 1972). Debido a la implicación
del huso mitótico en lo división celular, los microtúbulos, componentes mayoritarios de éste,
son el blanco de las dragas anúntitóticas (Hamel ¡992).
El ensamblaje do inicrotúbulos 1» ~lvoso produce inducido por la presencia de las
2
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?‘IAI>s, estas proteimías promueven cl ensamblaje do la tubulina ha ríEn> y durante algún
tiempo se pcmuú que cran imnpresc¡ndiblcs para éste. La «¡bulimia purificada contiene toda la
inflirmnación necesaria para producir microtúbulos, pero para que esta reacción se llevo a cabo
son míecesarias concentraciones extraordinariamente elevadas de proteína (Lee y T¡níaslíelT
1~75; t..cc y TiníasbelT 1977), sin embargo puede realizarso en presencia do promotores
inespecificos de la polamnerización como el glicerol o el DMSO <Lee y Titnasheff 1975;
Ilimnes. llurtum¡ et al. 1977), o do promotores específicos como el taxol y derivados (Schiff
y 1 lorowitz 1981; Uoward y TimnashelT 1988).
l.os níicro:úbulos son esencialmente polinieros helicoidales de hoterodtmííeros de «fi-
tubulína que contienen 13 protofilamentos longitudinales ~Tilney,Brian et al. 1973). El
primer estudio de la disposición do las subunidados de tubulina en los microtúbulos flagelares
se realizó en 196<> (Grimnstono y Klug 1966), en el queso concluyó que la red do superficie
de los muicrotúbulos ero helicoidal con un periodo de 4.0 nmn a lo largo dcl eje del
¡nicrotúbulo. El estudio clásico <lo estructura de los microtúbulos do Amos y Klug roalizado
mediante reconstrucción de imágenes do microscopia electrónica de mnicrotúbulos flagelares
(Atuos y Klug 1974), concluyó que los dimoros de tubulina están alineados cabeza-cola a lo
largo del ojo del ¡nicrotúbulo rorniando contactos longitudinales -«fi-al)-, y formando
contactos laterales bien «fi-fice si corresponden a la estructura flagelar tipo A o ««-fl¡3si
corresponde a la estructura tipo 8, según puedo observarse en la figura 1. La estructura do
su superficie consiste en imna triple bélico con 12 nní de paso y 13 protofilamentos. A la
resolución de las medidas, el dímero de tubulina tiene una longitud de 8.0 nnu, y está
orientado a lo largo del eje del ¡nicrotúbulo. Cada uno de los monómeros , globulares a la
resolución cío 4.0 mini del trabajo, tiene 4.0 nnu do diámetro.
Se obtuvo un modelo a mayor resolución. hasta 2.5 mím, a partir do estudios de
difracción de rayos-X do fibras do níicrotúbulos orientadas (Mandclkow, Thomas 0< al. 1977).
Esto estudio llevó a la constrímociómí de un modelo más detallado que el anterior, en el cual
se puede ver que el monómero tiene una forma elipsoidal.
El modelo de los microtúbulos a una mayor resolución que existe actualmente fue
obtemíido tamnb¡¿n a partir de datos de difl’acción de rayos-X de fibras de microtúbulos
hidratados CUcase, Stubbs ot al. ¡987). Este estudio alcanza una resolución de 1.3 mii, y es
3
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Figura 1. Red do superficie dosonnollada de los mlcrvtdbuios fagolares. <a> estructura
flagelar A y <b) estructura flagelar B. (Amos y Klug, 1974).
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Figura 2. Parte de la pared del modelo reflmiada de mlcrotObuios a 1.8 nrn de resolución
do Ocaso y col. <1967). Se muestran 2.5 subunidades de cada protoflíamento,
las secciones estén separadas 0.25 nm.
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el primer modelo en el que se accede a la subestructura del monómero, por refinamiento de
los modelos dc níonóníero obtenidos en cl estudio de Mandolkow y col <Mandclkow. Thomas
ct al. 1977), y del mnodelo de los protofilanientos obtenido a partir dc níicruscopia electrónica
de hojas dc tubulina inducidas por Zmd (Amos y Baker 1979). Tiene la misma red do
superficie cíue los anteriores y se mnuestra en la figura 2.
Recmenreníente se está intentando obtener modelos a mayor resolución mediante
dairaccióuí de electrones de cristales bidimensionales de tubulina inducidos por ZnaX
líabi¿ndose obtenido mnapau de proyección a 0.4 nní do resolución (Downing y Sontas 1992).
lii estudio de estos polimeros ha permitido proponer un modelo de la estructura de la tubulina
t
que alcanza una resolución da 0.65 nní (Nogales. Wolf et al. ¡995).
FI uso de altas intensidades de rayos-X ha permitido el estudio de la estructura de los
nucrotúbulos en soluciómí, evitando así los problemas do nianipulación de la muestra que
presenta la difracción da goles orientados. La estructura de los microtúbulos inducidos por
taxol cmi solución mnucstr¡¡ que tienen típicamente 12 protofilamentos en umia triplo Itálico de
ca 22 nní dc diámetro, similar a la do los microtúbulos ensamblados sin ligando, si bien
estos últimos tienen típicamente 13 protofilamentos y ca. 24 nm de diámetro. Así pues el
tasol induce una curvatura ligeramente mayor de los contactos laterales entre los
líctorudlnacros de tubulina. Puesto que los oticrotúbulos do taxol tienen un protofilamento
menos con la misma estructura, es necesario tanto en la estructura A como en la B. una
díscomítimíwdad en la estructura de la superficie, con distintos contactos laterales en el cierre
entro el primer y el últinío protofilamonto (Amídreu, Bordas ot al. 1992).
3. LA TIPIUILINA.
Las ci-, p. y etubulinas constituyen una familia do proteínas presentes en todas las
células aucarióticas, do peso molecular ca. 50 kD y ca. 450 aminoácidos, y que unen
nucleotidos do guanina (OTP/GDP). Las a- y ~3-tubulinasconstituyan el hetorodimero «¡3
(coeficiente de sedimentación 5.8 S), que ensambla revorsiblemente fomiando microtúbulos,
dc los que es el constituyonte mayoritario; mientras que la y-tubulina está asociada a
centrosomas <Joshi 1993).
e
Inarodanclón
3.1. S1X’IIEN(iA AMIN<)A(IDWA.
Se conocen ca. 200 secímencias gónicas de tubulinas de especies evolutivamente
distamues, estando altamente conservadas. El grado de conservación, considerando las
sustituciones comiservativas, alcanza ca. 70% dentro do las subfaníilias « y fi. La mínima
identidad dentro de la subfamilia de «-tubulinas es del 61%, del 67% entre las fi, y del 65%
en la sublanúlia y, Los niveles de identidad, mínimo y niáximno, entre tubulinas de
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subt’amilias diferentes soaí: 34-41% («¡¡3). 25-31% («¡y) y 29-33% (1W) (para revisiomíes ver
(Sullivan ¡938; ¡lurns 1991; Luduefia, Banerjea st al. ¡992)).
La característica anís imuportante de estas secuencias os la presencia do un extremo
carboxilo níiíy ácido, con umia marcada heterogeneidad <Little y Seehaus 1988).
3.2. ESfltl(IlIM SECUNDA¡UA.
La estructura secundaria del heterodimero «fi se Ita estudiado por dicroísmo circular
<1.ee. (‘orflnaaí ot al. 1978; Andreu. Do la Torre st al. 1986) y espectroscopia Raman
(Audenaert. ¡leremnamís st al. 1989), esaimnfindose un contenido do aproximadamente 20% do
rz-líólice y 35% de estructura fi. Si bien estos estudios espectroscópicos de la estructura
secundaria no son muy acenados en la determinación de valores absolutos, si son adecuados
para la caracterización de cambios relativos. Así la unión de detergentes suaves causa una
desnaturalización parcial y una reducción del contenido de «-h6lico (Andreu, De la Torre st
al. 1936). Mediante espectroscopia Reinan se han detectado cambios conformuacionales en
funciómí del nucleotido unido y del ensamblaje; se ha observado que la forma dimórica con
UD>’ unido es muy parecida a la ensamblada en microtúbulos y estas son diferentes a la
forma con QTP <Audenaert, Heremana et al. 1989). Sin embargo los espectros de dicroísmo
circular de GTP- y ODP-tubulina son esencialmente idénticos (Shearwin y Timashoff 1992>.
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3.3. FSTRtIUI1PRA TERCiARIA.
¡<a estructura terciaria a alta resolución de la tubulina se desconoce debido a la falta
de cristales apropiados. La cristalización presenta problemas de dificil solución relacionados
con la mnicrohoterogencidad, inestabilidad y tendencia a agregar de la proteína (Lobert y
(‘orrein 1991).
Alternativamente se han empleado gran variedad de aproxirnaciomies al estudio do la
estructura y flmnción do la tubulina. Entre ellos se incluyen la proteolisis limitada, el uso do
anticuerpos monoespocificos. técnicas do modificación y entrecruzamiento químico, etc.
3.3.1. PROTE(>LISIS LIMITADA DE TEIDULINÁ.
Los resultados descritos hasta ahora de proteolisis limitada de tubulina indican que
cl níomíómerc de tubtmlina cutiste dc 3 tres zonas accesibles a protoasas. Das de estas zonas
de corto son intentas y so sitúan a aproximadamente a uno y dos tercios de la cadena
respectivamnemíte. Estas zonas definen 3 regiones compactas y resistentes a la digestión, y que
emí condiciones nativas no se disocian tras la proteolisis (de laViña, Androu et al, 1988). Este
modelo de 3 regiones os compatible y es un ampliación del modelo dc 2 regiones definid.
mediante proteolisis limitada con tripuina y quimotripsina (Mandelkow. Horrníann et al.
1985). Aunque no hay razón para que exista una correlación entre domninios estructurales y
las regiones definidas en la proteolisis limitada, so ha sugerido que estas 3 regiones podrían
corresponder con los 3 dominios del monómero do tubulina observados como regiones de alta
densidad electrónica en el modelo a baja resolución de microtúbulos hidratados obtenido
mediante difracción de rayos•X (fleos., Stubbs et al. 1987).
Se ha dedicado especial interés al estudio de la proteolisis limitada del extremo
carboxilo de la tubulina, siendo conflictivos en algunos casos los resultados descritos en la
literatura, Esta región está implicada en la unión de las proteínas asociadas a microtúbulos
<MAPa) MAP2, factor tau y MAP4; ya que su unión se inhibe en la tubulina a la que se le
ha eliminado el extremo carboxilo por digestión con subtilisina <Serrano, Avila ot al. 1984).
Póptidos sintéticos homólogos a las secuencias «(430-441) y ¡3(422-434) se unemí a MAN
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y tau (l.ittauer. (liveon en al. 1986; Maccioní, Rivas et al. 1988).
1 .a conibinación de proteolisis limitada con experimentos de amitrocruzamiíiento químico
ha rcrmiiitido comiocer que la interacción entre a- y ¡3-tubulina en el líoterodiníero so produce
entre los dos tercios amino terniimíal de la cadena a y el tercio carbosilo do la cadena 0. Se
puede inferir que la interacción entre hetorodimeros a lo largo de un prototilamento se
produciría emítre el pequeflo fragmento carboxilo de «-tubulina y el fragmento amino de ¡3
(Kirdíncr y Ma,ídelkow 1 QUS).
1.us residuos do (‘ys 239 y 354 de ¡3-tubulina. aunque están distantes en la secuencia
y se localitamí cmi regiones resistentes a la proteolisis limnitada distintas, son entrelazados
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químicamente por el reactivo N-N.etilenbis(iodoacetaníida), indicando que emí la estructura
terciana están separados una distancia máxima de 9 A (Little y Luduefla 1985). Asimismo
la (ysl2 de fl-tubulina también parece localizarse a una distancia niáxima de 9 A de la
Cys2Ol o de la (‘ysZl 1 (Little y Luduella 1987).
3.3.2. ANTICLIERPOS DE ESPECIFICIDAD DIRIGIDA FRENTE A TIJDULINA.
La uíil&ación do anticuerpos frente a regiones definidas de la molócula de tubulina,
bicmí mííonoclonales o twonoespeclficos, ha permitido deducir ciertas características
estructurales y funcionales de estas regiones (para revisión ver (Andreu y de Pereda 1993)).
Se lían descrito pocos anticuerpos que reconozcan la región del extrenío amino de las
tubulínas. El anticuerpo inonoclouial iSDó, reconoce específicamente la región ¡3<1-12) y
altera la atítorrogulación do la síntesis de 13-tubulina. Bate anticuerpo reacciona con
nirncrotúbulos fijados y decora la red microtubular de células en las que se imíyecta. si no se
hamí extraído comí Tritómí X-lO0 (Thcodorakisy Cleveland 1992). Las posiciones ¡3(28.38) son
accesibles a mí anticuerpo especifico en el heíeroditnero, poro quedan ocluidas al polimerizar
en microtúhulos, tanto 1» viErn como en células en cultivo (Chéno, Mazarguil et al. 1992).
Las secuencias «(120-131) y ¡3(119.129) son principalmente hidroflílcas, si bien
anticuerpos frente a péptidos homólogos de estas zonas no reconocen la tubulina, tanto nativa
comno dosmiaturalizada (Aróvalo, Nieto et al. ¡990). El anticuerpo níomíoclonal TU-al reconoce
wia zouia de la «-tubulimia cutre las posiciones 50 a lOO, que está imíacceuible en micmtúbuloa
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(I)ráber. Dráberová en al. 1989). Anticuerpos monoespecificos frente a«(155-168) reaccionan
frente a tubulina nativa heteroilimérica. pero no frente a tubulina ensamblada en níicrotúbulos
ni en hojas inducidas por Zn~. listo sugiero que este epitopo no estaría situado en el lumen
del nimcrotúbulo simio que estaría implicado en las interacciones entro íírototilamentos. Sin
enibargo la secueuicia Nl 53-165) perniauiece accesible a sus anticuerpos específicos en los
micromúbulos; estos mio inducen perturbaciones del ensanibínje, posiblemente por ser regiones
poco flexibles y/o encontrarse emí los surcos de la pared del mnicrotúbulo (Arévalo. Nieto et
al. 191>0). Anticuerpos frente a 0(154-165), queso encuentra próxima al potencial motivo do
immí¡.omí de Ihsflíto dcl nucleotido ¡3(142—148), inhiben el imitercambio de GTP y el etísamblaje
(1 Iesst. Tlíicrauf ti al. 1 ~>87),
1 .as secuencias <x(2 14-226) y ¡3(241-256) son reconocidas por sus respectivos
amiucuer~íos mnomíoespcc¡ftcos en la forma no-ensamblada, y están ocultas en microtúbulos
imiducídos por taxol, anillos de tubulina, hojas inducidas por Zn~ y citoesquoletos no fijados.
Se ha propuesto conio modelo que estas zonas están cerca de los contactos axiales entro
hcterodiníeros do la tubulina a lo largo do los í>rotofllamentos. Las posiciones
compleníentarias «(241-256) y 13(214-226). que no tienen carácter hidrofilico, están
posíblcmiíente relacionadas con las regiones do contacto entre subunidades « y ¡3 en el
huterudiniero (Arávalo, Nioto cí al. 1990).
Anticuerpos frente a las posiciones «(415-443). «(430-443) y ¡1(412-431) se uneíí a
mícrotúbulos inducidos por taxol; asimismo inducen una perturbación subestoquiom¿trica del
eíísaníblaje de tubulina, emí la que so forman haces, apertura de tubos y polimerización en
hojas, lista perturbación no so observa en presencia de los fruamentos Fab de estos
anticuerpos, lo que indica la necesidad do la presencia de la bivalencia del anticuerpo y/o la
presencia del fragniento Fc. listo sugiere que las secuencias «(430.443) y ¡1<412-431) no soti
sitios do contacto, sino que están relativamente bien expuestas en los níicrotúbulos do
tubulina purificada (Ar6valo, Nieto et al. ¡990). Las zonas «<426-450) y ¡3(436.430) son
reconocidas por anticuerpos específicos tanto en níicrotúbulos fijados como nativos,
reafirmando que se trata de zonas expuestas (Breitling y Little 1986).
lo
MteduuMn
3.4. (;ENtrlcA DE TIIIUiLINAS. ISOTIPOS Y REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN.
A lo largo de la evolución las tubulinas lían sido codificadas por un núníero creciente
do gemícs. de%dc 1 o 2 genes en aucariotas inferiores (og. levaduras), huta familias
multígómíicas comí al níenos 6 o 7 genes funcionales en vertebrados.
3.4.1. GENES I)E TIilflhI.INAS EN VERTEBRADOS.
3.4.t.I. a..TlIIJtIIJNA.
¡Sí estudio genético de las «-tubulinas en níanílferos se lía realizado principalmente
en ratón. (owan y col. han caracterizado 6 genes de a•tubulina, ma 3-7, a partir de librerías
do cUNA de esta espacíe (Villasante, Wang et al. 1986). Las diferencias emítro los productos
de expresión sc localizan pímneipalmente en los últimos 15 aminoácidos del extremo carboxilo
terminal y en níomíor medida en la región amino terminal, entre las posiciones 35 y 60. Los
gemías de «-tubulimia descritos en ratón están altamente conservados entre las distintas especies
de mamíferos estudiadas, a excepción de una «-tubulina do ratón específica de testículos
(Ikcht. Distel et al. ¡989).
mal • mii «2 y nnO so expresan en múltiples tejidos, si bien maO es minoritario. mcii
y míía2 son mayoritariamente isotipos neuronales.
mna3 y ma’? codifican la misma proteína y conipanetí idénticas regiones 3’ no
expresadas, sí bien presentan níúltiples direrancias en la tercera posición de los codones y
en la región 5 mío expresada. La oxpresión de m«3/7 es específica de testículos. El gen hice
dc origcmí buninno codifica un «-tubulina idéntica.
mcz4, y su correspondiente gen en humanos ha44, son expresados minoritariamente
en mííúltiplcs tejidos. Ambos codifican una «-tubulina con una región carboxilo terminal
característica, que a diferencia de los demás isotipos de manilforos carece de la tirosina en
su terminación, y que está implicada en el ciclo posttraduccional de
dctirosinííción’tirosinación (ver abajo).
En aves se lían caracterizado 5 genes funcionales qu. codifican otras tantas ci-
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tubulínams (cezí. cta. ccxi, «¿5/6 y ccxli) <Valenzuela. Quiroga 0< al. 1981 I>ratt, Okamura et
al. 3’)87~ Pratt y Cleveland 1988). Al igual que en níaníil’cros estos isotipos son
parmicularnienta divergentes cmi su extreníidad carboxilo cerníinal. Sin embargo a diferencia
de las ¡3-tubulimías en las a no existen isotipos conservados entre todos los vertebrados, ni en
secuencma ni cmi patrón dc expresió¡í. Tan sólo cal do aves codifica ímn isotipo altamente
homólogo can la secuencia consenso de los isotipos de mamífero.
ccxl y ccxli son los dos únicos genes aislados do pollo que codifican residuos de
tirosnia terminales. Esto comitrasta comí las «-tubulinas de mamíferos en las que sólo está
ausente en un isotipo (ver arriba).
3.4.1.2. jl—iUIItIIJNA.
So Itatí caracterizado, aparomitomente por completo, los senes que codifican fletubulina
en vertebrados.
En la década do los dos 80 Cleveland y col. donaron y caracterizaron ‘7 genes de
¡1-tubulina de pollo (cfll -7) que parecen constituir el repertorio conipleto caí esta especie
(Valenzuela. Quiroga et al. 1981 ; Sullivan y Cleveland 1984; Sullivan. Lau et al. 1935;
Sullivan y Cleveland 1986; Sullivan. Machlin et al. 1986; Murpby, Wallis et al. 1981;
Monteiro y Cleveland 1988). Los 7 genes codifican 6 isotipos polipeptidicos distintos, ya que
los productos de expresión de cfII y c112 sólo difieren etí 2 sustituciones conservativas. Las
diferencias entro isotipos afectan sólo a aproximadamente el 16% de los residuos. Los
isotipos estén definidos inicialmente por su característica secuencia del extremo carboxilo.
a partir de la posición 430, y en mitenos medida por una región variable comprendida entro
las posicioties 30 y 60.
El estudio en mamíferos do los genes de ¡3-tubulina se ha realizado en varias especies.
(‘owan y col. lían realizado un estudio exhaustivo de librerías de cDNA de ratón y han
caracterizado 5 genes funcionales (níjll-5) (Lewis, Lee et al. 1985; Wang, Villasauíte et al.
1986), De origen humano so ha demostrado la existencia de 6 genes funcionales que
codifican Il-tubulina, así como múltiplos pacudogones.
Considerando las secuencias disponibles de Il-tubulina do diversas especies do
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vertebrados, se observan 4 isotipos altamente conservados, con características secuencias a
partir de la posición 430. Sc denoníinan clases 1 a IV, además de éstos existen otros 2
isotípos. las clases y y VI.
Iaí expresión do los isotipos de Il-tubulina os compleja y está altamente conservada.
La clase 1 nemie un patrón dc expresión ubicuo, siendo un isotipo constitutivo. La clase II
tatíúuémí se expreso en múltiples tejidos, si bien es mayoritaria en cerebro («32. nífl2) y
abunda en íííúsculo esquelético («II) y pulmón (m132). La clase III se expresa
especiticaníemíío en tejido micuronal, en el cual es minoritario (Lewis. Lee et al. ¡985;
Montei ni y Cleveland 1988).
fi
En nituitireros existen 2 genes muy similares que codifican Iktubulina do clase IV,
pero presentan diferentes patrones de expresión, según lo cual se lía subdividido en clase iVa
y ¡Vb. En la variante ¡Va so incluyen los genes cuya expresión es específica do tejido
neuronal e». mn(14 y líS¡3 <Lewis, Lee ti al, 1985). En la subclase ¡Vb se incluyen el gen nífl3
do ratómí, expresado en níúltiplos tejidos siendo mayoritario en testículos y prácticanionte
ausente omí cerebro (Wang, Villasante et nl. 1986): y el gen h532 expresado en numerosas
lineas celulares hunianas; sugiriendo para esta subclase un papel aparentemente constitutivo.
En aves sólo so cotioce un gen de clase 1V, cf», que está ampliamemíto expresado y es
níayoritarmo en tostictilos. Por el patrón de expresión se lía incluido en la subclase ¡Vb,
estando aparomítemííente ausente la subclase IVa en aves.
¡tu la clase V la única secuencia conocida correspondo al gon c»S de aveu. rata
expresado de fornía minoritaria en mnúltiplos tejidos excepto en nouro¡íos, si bien anticuerpos
específicos frente a este isotipo revelan la presencia de isotipos similares en ratón y rata
(Lopata y Cleveland ¡987).
Por úluimío la clase VI comprende ¡3-tubulinas. que a diferencia do los otros isotipos,
son divergentes y líeterogóneas emitre sí eaí su región carbo>cilo terníinal. Buí esta clase se
incluyen los productos de expresión de los genes qió de aves, especifico do eritrocitos y que
ensamblo formando parte de los níicrotúbulos do la banda niarginal en células eritroides
nucleadas. Y tnJll, aislado de una librería de cONA de médula ósea de ratón y que se
expresa exclusivamente en órganos implicados en la hematopoyéuis, principalmente en el
bazo. So ha propuesto la participaciómí del producto de expresión de ííífll en la forniación de
las bandas marainales en unamiferos (Wang. Villasante et al. 1986). Estas dom 13-tubulinas
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lienEitohloYéttc&t% comistituyen una excepciómí frente a los isotipos conservados.
3.4.2. SWNIFWACIÓN FLINCiONÁL DE LOS ISOTIPOS DE flJBUI.INA.
Se han descrito ejemplos tanto de equivalencia funcional entro isotipos de tubulina
como de especialización funcional.
a
3,4.2.1. KJEMPI4OS DE REDUNDANCIA FUNCIONAL DE ¡SOTIPOS.
Emi .4 x,~axIIIus nÑIudwss se han descrito dos genes de f3-tubulina (benA y Tubct
cuyos productos de expresión respectivos sólo tienen un 83% de identidad de secuancia entre
si Cada í¡mm dc los isotipos tiene un patrón de oxprosiómí propio: benA es el isotipo
expresado duramite el crecituiento mitótico normal, níiemítras que TubC se expreso
exclusivamente durante procesos de esporulación asexual o formación de conidios. Estos dos
isotipos somí I’umícionalmnonte intercambiables, ya que mutaciones en benA se pueden
compemisar comí una níayor expresión de TubC. durante el período vegetativo. Asiníisnío
niutamites que no expresan TubC no presentan umí fenotipo observable (May 1989).
En Xucrlsarnrnycn enví’iskr existen do: genes de «-tubulina. TLJB 1 que es osencial
y ‘11)133. Entre los productos de expresión sólo existe un 80% de identidad. También en este
caso parecen ser isotipos iníercanibiables, ya que mutaciones en TUS), gen esencial, pueden
complementarse con una mayor expresión de TU133. Un proceso similar se ha descrito para
otras levaduras como Xrhizoxa’cJuan¡rnyces ¡mmhe,
3.4.2.2. EJEMPLO DE FUNCIÓN ESPECIALIZADA DE ISOTli>OS.
Hoyle y Ral? (Hoyle y RaIl’ 1990) han descrito la funcionalidad selectiva de isotipos
de f3.tubulin¿í ami I>rosoplt,Iu.
Se han descrito 4 genes en i)srnophyla »uelanogosuer y se ha definido el patrón de
14
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expresió¡í de tres dc ellos. ¡31 su expresa de forma amplia y predominante excepto en unos
pocos tejados como las células postniitóíicas do la línea gorníinal en el anoche. ¡32 es
específico de las células post-mitóticas de la línea germinal en el macho. 133 tiene un patrón
de expresión temporal y espacial complejo, si biotí no aparece en células germinales. 133 es
un isotipo altamente divergente, con sólo un 72% de homología con los otros isotipos, y
parece estar itiíplicado emí la forniación de níicrotúbulos citoplasniáticos implicados cii el
níantenimiento de la fornía celular.
Cuando ¡33 se expresa en células germinales de macho, en auseaícia de la isofornia
endÓgena ¡32, mantiene el ensaniblaje de una sola clase de niicrotúbulos citoplasmáticos
a
tratísitorios Esto parece ser consecuencia de una función especializada dcl isotipo ¡33, ya que
en las células en las que se expresa norunalmenw interviene en esto tipo de estructuras.
Cuando ¡33 se coexpresa con ¡32, no so alteran las (Unciones de ¡32 en el eaisaníblnje
del uso niitóíico, ni de níicrotúbulos citoplasmáticos implicados en elongación mibocondriní
y forma nuclear. Sin embargo cuando ¡33 se expresa en una proporción superior al 20% do
la ¡1-tubulina total, causa un defecto especifico dcl axononía y origimia un fenotipo estéril. Los
tubos dobles del axomiema adquieren característica morfológicas del par central sencillo y
los níicrotúbulos accesorios del axonemíía, quizás reflejo de la función dcl isotipo ¡33 que
fornía mííicrotúbulos ciíopla:uííáticos semícillot
3.4,3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DETUBULINA.
Se conoce desde hace tiempo que la síntesis de novo de tubulina En vivo está regulada
negativamente por los niveles citoplasmáticos de tubulina no polimerizada <Ben, Vernier et
al. 1971?; Clevelaíaíd. Lopata et al. 19S 3). Esto mecanismo do autorregulaciómí conílova un
descenso ami el nivel de níRNA do ¡3-titbulina, por umí aumento de la inestabilidad del mRNA
unido a ribosomas. Esta inestabilidad es un proceso posttraduccional ligado a la expresión
do los 4 primeros aminoácidos de las 13-tubulinas, Met-Arg.Glu4le. La secuencia de
nucleotidos mío es importante por so y proteínas quiméricas en las que se introduce esta
secuencia, exclusiva de I3.tubulinas, en su extremo amino se hacen sensibles a este proceso
de autorregulación (Yen. Machlin et al. 1988).
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El extremo amino naciente dc la 13-tubulina debe umíirse a un factor celular para
inducir la ¡míestabilidad de su mRNA, ya que su bloqueo mediante anticuerpos especificas
previene la autorregulaciómí. lnicialníente se pensó que este factor era el propio dímero de
tubuluna. pero no se ha detectado unión de un póptido correspomidiente a la región ¡3(1-12)
al heterodimero (Tlíeodorakis y Cleveland 1992).
3.5. M()t)IFICAC¡ONES POSTTRAI)UCCIONA LES.
a
Lii tubulímía puado sufrir diversas modificaciones post-traduccionales que aumenten
la heterogeneidad y el tipo do isoformas.
3.5.1. AC’KrlI.ACiÓN.
J21{emault y Rosembaum (LHeníaulí y Roseuíbaum 1983) observaron en
CV¡Iurnydmnunas la presencia de dos subpoblaciones de «-tubulina, con distimíto punto
isoelóctrico. Una es espocifica del axonetna, relaciomiándola con la niorrogómiosis flagelar, y
la otra os su precursor. La forma axondmica so produce por una niodificación post-
traduccional del precursor. pudiéndose marcar en presencia de acetato titriado e inhibidores
de la simítesis proteica. Esta modificación es reversible, tal aonio ocurre durante la resorción
flagelar (L’llernault y Rosemíbaum 1985).
La acetilación de la «-tubulina se produce específicamente sobre el grupo e-amino
de la 1..ys en posición 40, siendo asta la única níodificaciómí post-traduccional que se produce
fuera de la región carboxilo terminal de la tubulina (L’Hornault y Rosembaumn 1985; LoDizot
y Piperno 1986). La fornía acetilada está presente principalmente en la fracciómí polimerizada,
sobro la cual parece producirse (Pipemo, LeDizet et al, 1987).
El estudio inmunocitoquimico de la «-tubulina acetilada, gracias a anticuerpos
específicos frento a esta modificación (Woods. Slíerwin et al. 1989: LeDizety Pipemo 1991),
ha permitido relacionar en c6lulas de mamífero esta modificación con subpoblnciones de
microtúbulos resistentes a la despolimerización inducida por drogas, pero no por frío (LeDizet
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y Pipeamít’ 1 ‘>S<t. Piperno. LoDizot et al. 1987).
3.5.2. TIROSINACIÓN, DKI’IROSINACIÓN Y TLIBULINA NO TIROSINABLE.
I.a ct-tubulina es susceptible de entrar en un ciclo de elimííinación y readición del
residuo de tirosímia de su extremo carboxilo. Este ciclo se produce tanto en los isotipos de «-
tubulamia que codifican una tirosina emí asta posición terminal como los que carecen de ella.
La dctirosimíació,í sc debe a la acción do una tubulina carboxipeptidasa específica. La
ennnia actúa tamito sobre la fornía polimerizada como sobre el lieterodimero, si bien es dos
a
a tres veces ¡ííón activa sobre la primera (Kuníar y Flavimí 1981).
La reíídtción del grupo tirosilo es realizada por una tubulina tirosina ligasa que actúa
prereremíteíííento sobre la «-tubulina soluble (Wehland y Weber ¡987), siendo una reacción
depemidaente <le Al?.
¡u vi»ít aún emí condiciones óptimas do tirosinación, ésta sólo so produce en el 50%
de la cx-tubulina (Paturle, Wehlamíd 0< cl, 1989). Esto puso en evidencia la existencia ¡u vitrn
de una subpoblaciómí de «-tubulina no tirouinable, también observada ¡u vivo <Barra, Arce el
al. ¡980 ). Paturle y col. (Paturle, Eddé el al. 1991) han caracterizado esta variante de a-
tubulina. que no reacciona con anticuerpos específicos de las fornías tirosinadas y
detirosinadas, La «-tubulimia no tirosinable está modificada post-traduccionalmnente y carece
del dipéptido carboxilo torníinal Glu-Tyr. Se lía propuesto que la eliminación del residuo
(ilu’150 imíípcdirluí la actuación do la tubulina tirosina ¡¡gasa y así esta población no entraría
en el ciclo de tirosimiación detirosinación. Por el momemito se desconocen los mecanismos
enziniáticos implicados en esta tnodiflcación post-traduccional proponiéndose dos posibles
rímtas: una a liartir do la forma dotirosinada mediante la participación de carboxipeptidasas;
otra posibilidad es que se prodímzca directamente a partir de la forma tirosinada mediante tina
dipéptido carboxipeptidasa.
3.5.3, FOSFORILACIÓN.
Es conocida la capacidad de la tubulina de ser fosforilada por diversas enzimas. Una
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proteimía Lumíana depemidiente dc Ca”-cnlníodulina es capaz de fosforilar ambas subunidades
do tubulimia itt fosforilaciómí se localiza en la región carboxilo termííinal, aparentemente en
residuos dc Sur lii Ibsllírilaciómí imihibe la capacidad de poliníerizaciómí in vitro así corno la
capacidad de unión a MAI’2 (Wandosell, Serrano et al. 1986).
Serrano y col. (Serrano. Din Nido el al. 19S7) han descrito la fosforilación de la ¡3-
tubulmmía por la cascin kinasa II. Esta se produce en un residuo de Ser de la región carboxilo
terníimíal, y a diferencia de la anterior la fornía fosforilada mantiene la capacidad de
poli nícrizaciómí
Se lía descrito que el producto dcl proto-oncogén unu, denominado pp3rs es una
proteína kinana que se asocia a la tubulina, preferentemente a la subunidad j3 a la que
fost’orala (Zhou. ()skarsson ot al. ¡991). Asintismno la proteína pp60c-src es una tirosina
kitíana. expiosada preferentemente en tejido neuronal embrionario, capaz de fosforilar la
tubiílimin (Ntatteu Aubry et al, 1990).
Fmi el msotipo 13.111 so ha identificado con precisión la Ser444 corno el punto
mayoritario de rusibrilación. y en níemior niedida la Tyr437 (Alexander. lIunt et al. 1991).
Este isotipo se caracteriza por tener una región carbo>cilo terminal monos acidica. La
fosforilación aumenta la carga negativa de esta región. El sig.íiflcado funcional do esta
modificación sc desconoce, la única relación descrita es el acompafiarniento do la
fonforilaciómí a la inducción de la diferenciación en células de neuroblastonia (Gnrd y
Kárselíner 1985).
5,5.4. POUGLLJTAMILAC¡ÓN.
Se lía descrito la incorporación post-traduccional de residuos de glutaníato a la
tubulina En los isotipos de «-tubulina mal y ma2 se lía observado la presencia de ¡ a 5
residuos do glutamato unidos covalantemente a través del grupo y-carbox¡lo del residuo
01u445. Esta modificación os mayoritaria en la «-tubulina neuronal <Bdd& Ranier et al.
1990). El estudio de la estructura de la cadena poliglutamilada revela que en las fornías bb
y tnglutamiladas las uniones entro los residuos glutamilo se produce a través del grupo a-
carboxílo (Redoher, Le Caer et al ¡991).
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1.3% 31-tubulmas también son susceptibles de sufrir glutamííilacián. Se lía descrito la
adición de 1 a o residimos dc glutaniato sobre el Glu438 del isotipo neuronal 13-111. siendo
mnayoritaría% en cerebro bovino adulto las fornías glutaníiladas (Alexander, llunt et al. 1991).
Taníbiémí se ha observado glutamilación en el residuo 01u435 del isotipo 11, mayoritario en
cerebro (Rcdckcr, Melki et al. 1992; Rúdiger, Plessman et al. 1992).
La políglutaíííilacíón de la ¡ubulina es independiente de otras niodificaciones post-
tradííccionaks La a-tubulina puede entrar en el ciclo de tirosimiación dotirosinacióti
índt~pendienteníeííte de su grado de glutamilación. La níayor parte do la forma tirosiuiada está
tanit’¡éíi glutamiutíada (rdd¿, Rossier et al. 1992). Aproxiniadamonte el 10% de las formas
a
glutítniíladas dc la clase III de ¡3-tubulina están taníbiéíí fosforiladas (Alexander. Huní et al.
1901)
La distríbuciómí do la íolialutamilación de la tubulina en diferentes tejidos ha sido
posible ¡tracias a la obtención de un anticuerpo especIfico. 07355, que reacciona con los
motivos monoglutamilados coma el grupo y—carboxilo libre, principalíííente do la «—tubulina
y con menor afinidad de la ¡1 (Wollt de Ndclíaud cí al. ¡992). En cerebro, tonto en neuronas
como en células gliales. so ha observado glutamilación ami «a y 13-tubulina. Si embargo en
tejidos no iíouronales la glutaniilnción parece estar restringida a la cadena 13
3.5.5. PO1.IGIJCILAC’IÓN.
Recientenionte se ha descrito un nuevo tipo de modificación post-traduccional,
detectada ami la región carboxilo terminal de tubulina de axonoma de I’anuneclum. Las
cadenas de u- y 13-tubulina están modificadas por la adición de 3 a34 residuos de glicina.
Potonciuílnaonto la poliglicilación so produce en los residuos 01u445 de «-tubulina y 01u437
de ¡3, si buena no se excluye la posibilidad.de que so produzca tanabián sobre otros residuos
ácidos dc la región carboxilo terminal. Esta modificación es detectada específicamente por
cl anticuerpo policlonal anti-PA y por el inonoclonal AX049. Su uso parece indicar que la
poligliculación puede ser una modificación de axonemas tanto de protozoos como de
metazoos. Asiníismíio esta modificación parec. estar asociada a sistemas do microtúbulos
estables. La estabilización podría deberse a un descenso en cl carácter ácido del extremo
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carbosmlo de Ita tubulina <l&cdeker, Ievilliers ot al. 1994).
3.6. ¡Cl. srno 1W UNIÓN 1>IC NIICLEOTIDO.
I.a mubulmmía turnio dos niolóculas do nucleotido de guanina por cada hewrodiinoro
<Weisemíberg. florisy ot al. 1968). Una molécula no intercamííbiable de «IT en la subunidad
a (Gt’alalcn y lIaloy 1977) y que sólo puede sor eliminada por desnaturalización do la
protelmía (sitio ¡‘4). y timan molécula intercambiable que puede ser de 01W o OTP en la
a
suburnaudiad ji (sitio E) (Nath, Bugle et al. 1985), que se vuelve no intercambiable en el estado
onsanabládo.
1.., identilicacióma dc las rogiotaes iniplicadas en el sitio de unión de GTP se ha
abordado <córnicanaente mediante la búsqueda de secamoncias consenso do zonas implicadas etí
la unión de miucleotido en proteínas que unen 01? y cuí proteínas que umien otros maucleotidos
como ATP. observándose homologías con estos dos tipos do proteínas. So lisas obtenido
evidencias directas do esta imiteracción principalniente mediante fotomíuírcaje y ¡nutagd¡íesis
dirigida.
La supuesta similitud estructural do la tubulina con proteínas de la superfnmíiilia de
las GTPasas está apoyada por la presencia do tres regiones, conservadas en las tubulinas, con
honiologla con los sitios de unión: dos están implicadas en la unión de fosfatos y una se
relaciona con la interacción con la base púrica (tabla 1).
la región 102-109 de 13-tubulina se ha identificado habitualmente (Sternlicht, YaITe
et al. 14>1<7) con el motivo de secuencio GX4GK(Sffl, que fornía paría del sitio do unión de
nucleotido cuí proteinas de la simperflamilia de las OTPamas (Bouníe. Sonden et al. 1991). Para
la correcta identificación es preciso imivertir el sentido do lectura de ha secuencia. En la
OTPasa p2P” osta región es un bucle que enlaza un segmento ¡1 hidrofóbico con una a-
hélice anfipática. Hidrógenos de grupos amino de la cadena principal de esta región y el
grupo a-amino de la Lys interaccionan con los fosfatos a y ¡3 del GTP y ODP. La ¡nutación
de [.yslO3por una Mot mío afecta significativamente la actividad GTPasa de 13-tubulina de
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JHS ItT N t.t,IU (ISI,h (1) avís. 5 age el al. ¡ 994). ~1 mi embargo la susó mc ¡ Cuí de Lys por
Si el en el mito! vn (iN 1(¡K(S’l) de ¡í2 1’~’ reduce su actividad CiTPasa (S igal. Ci bbs et al.
1 ‘>8o) También se Ita estudiado la transcendencia de la Ibrí 07, ya que esta posición del
motivo medula la actividad (iltaní ami otros miembros de la superfamilin (Valencia, Chardin
cm nl ¡ (>9 ) l u sustitución de lb rl (Y? por (Uy, Lys o Trp en [3—1ubu lina dc 8. cwu vis/oc
conlleva un no nico lo de la actividad (~iPasa y un consecuente nuitíento de la concontrnoiá,í
crítica de ¡te ¡ incmí/alón. Vn consecucitel a se ha propuesto la equl valencia ru nelonal de lo
regí oit ¡ 0— ¡ 09 de [Y iíbí¡ Ii na con el motivo dc 1 as (iTPasas, a posar de aparecer i tívertido
(Snt¶e, I)avís el nl. 1 9~1, l)avís, Sage cí nl. 1994)
TwiLhí 1 Reíjlomnni de It tubu mmmi con homología do secuonchm con motivos de unión de nucleotido en
OIP uuw
ReghSn S ucuencí u Tu buhon Motivo rttnclonn 1 Fil nolómí
rtibimllii&í Socuencla comísens&
jI(102<l09) AKQHYTEQ GxxxxGK<StT) Unión de tosratos CC y P
~
1 ovoitído
11(203206) DNEA DxxG Unión de (osfato~y <Oly>
Unión de Mg~ <Mp>
;%<20~i30i) DALQIMMM ooao<NflYKIQ)xD Unión de guanina
ta
invertido
11(58 07) KYVPRAILVD Unión de guanina en el
factor do elongación riad
SecuencIo do IltubulIna de cerebro porcino (Kmuhs, LIttle et al. 1981>.
Los resIduos subrayados Indican las posicIones colncklentos con la socíwnclu consenso del
motivo.
Z~ Indica un re sícluo variable, o’ indica un residuo hidrolóbico.
~(la Ceur, Nybarg el cl. 1085).
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la secuencia ~“‘DNEA2’~’de ¡1•tubulinn se ha identificado comí el motivo de secuencia
DX3(i. comaserv¿ado en todas la (iTPasas, La sustitución do la Gly por Ala se considera tan
caníbio conservativo. Ema í21” el Mp de esta región se une al Mga catalitico a través de una
nínlócimía de agua, y el s~uro aíniíío do la cUy rornía un puente de laidrógeno con el fosfato
y dcl (VII’. f.c mutación del AspZO3 por Asn en ¡3-tubulina, expresada en lisado do
rotículocíto de conejo, reduce la aflííidad de la unión de nucleotido sin alterar la especificidad
ni la míecesídad do Mg~ en Ita unión del «IP. Si bien este niutalite parece tener
perturbaciones conl’ormacionales. los resultados de unión de nucleoticlo descartan tillo
interaccion espccihca del Asp2Ifl con el Mt coordinado cotí el «FI> (Parr y Stornliclít
lQ~2) La sustituciómí del AspZO3 por Sor en ¡3-tubulina deS. eowvlslae no altera la afinidad
por cl (¡II’. ni Ita laidrólisís asociada al ensaníbluje, ni los parárnitetros cin6ticos de la
polamaicrrnzación un aun., Si la región “tDNEA”’ de 13.wbtmlina estuviera implicada en lo
coordinacmón del Mt. tanto Itt unión couito la hidrólisis del nucleotido deberían alterarse. En
consecuencia esta región no os equivalente nl motivo DxxG presente en otras GTPasas (Sup.
Dougherty et al. 1995).
La región do imíteraccióíí con la guanina en OTPasas consiste en cuatro residuos
hidroróbicos seguidos de la secuemicia consenso (NITXKIQ)XD (Boume. Sanders et al. 1991).
Eta 13-tubuhimía se Ita idemítiticado este níctivo con la región 295.301, para lo cual es preciso
invertir cl sentido do lectura do la secuencia. En la estructura de p2V” esta secuencia fbrma
uit segmento límdrofób¡co de lámatina ¡3 seguido de uit bucle hidrofilico. Mutaciones en esta
región do las proteitias p2i y 1W-Tu reducen mííarcadamente la afinidad de umíión del CFI’?
<Sigal, Gibbs et al. 1986). La sustitución del Aspl3S por Asn en EF-Tu cambia su
especificidad hacia la unión del nucleotido tritosfato do xantina. Xli? (Hwtang y Miller 1987).
De fornía atiáloga la mutación del AspI 19 por Ala en p21”’ cambia su especificidad hacia
nucleotidos de mesina, ¡TI> (Sigal. Gibbs et al. ¡980). La niutación del Asp29S por Asti en
Il-tubulma mío arocta la afinidad por el GTP y el GDP respecto a la fornía silvestro,
sugiriendo que este residuo no participa en la unión del nucleotido (Farr y Stemlicht 1992).
En ¡ktubulina de Y. coreí*Iac la sustitución del Asp295 por Asn no altera apreciablomento
la afinidad de unión del GTP. ni se observa una mayor afinidad por XTP. Las mutaciones
del Asmí29B por Lys o Clii tampoco alteran la unión del «FI> (Sage, Douglíerty el al. 1995).
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Opuesúunemíte la sustituciómí dcl Asmíl 19 por Lys en p2l”’ suprimíie la capacidad de unir OTP
en esta proteína <C’lantoua, Ilatgori ot al. 1986). En comísecuencia solía propuesto que la región
295.21>1< dc ¡Istubulina no participa directameuíto en la unión del tiucleotido o al mitenos no
lo hace de rornia equivalente al mnotivo (Nffl(K/Q)xD presente en numerosas GTPasas <Sar,
Douglícrty et al. 1995).
Por comparación con la secuencia de EF-Tu, se ha propuesto que una cuarta región,
correspondiente a las posiciones 5S-67 de ¡3-tubulina, estaría implicada en la unión de la
guanina dcl miucleotido (Linse y Mandelkow ¡988). Simí embargo esta región está poco
cotiservada en las tubulinas.
*
Un niodelo alternativo supomie que la tambulina está relacionada con proteínas que unetí
otros ntmcleoticlos, comícretamítente ATP/ADP. Se detectan 4 o 5 regiones con homología con
motivos flancionales implicados cgt la unión de la base, la ribosa y los fosfatos del giucleotido
(tabla 2).
La región 140-146 dc ¡1-tubulina contiene una secuencio rica cmi cUy. GGGTQSG.
característica de las tubulinas y de la proteína bacteriana Ptsz. Se lía relaciomiado con la
secuancia <IX,C¡XG que forma parte dcl niotivo de Rossmíían presente en proteimias que imnen
ATP/ADP <var (Sclíulz ¡992)). liste motivo está implicado en la unión del fosfato y la
regulación del acceso del nucleotido. J3síructuralníente se trata de un bucle flexible que
enlaza umí elemento do lámina ¡3 comí una «-hélice.
En proteimias que unen ATP, la uniómí del Mg” implicado en la interacción del
nucleotido trifosfato se produce a través de los residuos ácidos de la socuencia consenso:
“hidrofóbico-variablo-aromático•variable-ácido” (Burke, Rajasekliarnn et al. 1990). En 13-
tubulina la región 220-224. altamente conservada, es homóloga con este mnotivo. La niutaciótí
del residuo Asp224 por Asn reduce la afinidad por el GTP en presencia de ~,mientras
que mio altar. la afimíidad por el nucleotido trifosfato en ausencia del catión. El AsplI4
participa directamente en la unión del Mg” o so localizo en las proximidades. Este resultado
sugiere la relación evolutiva de las tubulinas con las proteínas que unen Al? (Parr y
Stenaliclít 1992).
Se lían descrito varios estudios do localización mediante fotoniarcaje do regiones de
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tubtmlmmi~a imuplucadas oit el sitio de amnián de nucleotido. La imicorporación por rotoaflítidad
directa de hz”l>) crrí’ ~eproduce níayoritariaíííente en el péptido 63-77 dc 13-tubulimia <Ligue
y Mandelkow 1 933), Esta región tierna. homología de secuencia con la parte del sitio de unión
de nucleotido próximata a la base en el factor de elongación Tu (Leberníoíí y Egner 1984). La
unión covaleuite por fotoafinidad del derivado (y’a¡~j 8-azido-GTP se produce principaltnente
en cl fraguiiemitti 63-72 de Il-tubulina (ICirnia. Ponstingí et al. 1987). Este resultado apoya la
laipotcsms de que esta regióma de la cademia (3 interaccioíía o está próxima a la purina del
nucleotido unido.
Otros resultados idemítifican en la regiómí 155-162 de ¡3-tubulina el pumíto mayoritario
de tbtoníarcaje directo comí [a”PJGTP (lleno, Tlíierauf et al. 1987>. Aunque esta región mío
mirnestr<t honiologla con los sitios de unión de nucleotido, está próxinta a la secuemícia rica en
Gly. simpímestainento implicada en la unión del fosfato del nucleotido o en la reanlación de
su acceso, por homología cotí proteínas que unen Al?. liste resultado está en discrepancia
con el observado por Liase y Mandelkow <ver arriba). Ambos resultados se reconcilian
suponiendo que en el estudio de llene y col. el fotomarcajo se prod¡mce a través de la ribosta
del nucleotido.
Ema urna reciemato estudio de fotoinarcaje de tubulimia con CH] GTP so ha identificado
la (‘yst2 dc la cadena ¡3 conto el punto de unión níayoritario (Shivanna. Mejillamios ot ial.
19’>3). Asrnnaismíw el póptido 3-19 do il-tubulina es la región mayoritariamente fototianreado
coma el derivado (y~Pj-8-azido-GTP (Jarayani y Haley 1994). Lo sugerencia do que la CysL2
de [i-tubul,iaaformna parto del sitio de unióíí del GTP está apoyada por anteriores estudios de
entrecruzamiemtto químico. 131 reactivo bifuncional N’,N’-otilen-bis~iodoacotaníida onlaza la
Cysl2 con la Cys2Ol ola Cys2l 1, de ¡3-tubulina, sólo sise elimina el OTP del sitio de unión
E o sitio intercambiable (Little y Luduefla 1987).
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Te bia 2 Ruglouíos do II Iu bulina con hornologia
ATPéis
de secuoncla con motivos do unIón de riucleotido en
Rvgíóuí Secuencie Tubullna~b Motivo funcional Función
Ttmín¡línn SecuencIo consenso’
¡1(6710) DLCP Unión de gt¡emílna
¡1(140<1 46) GQGWSQ GxxGxG Unló.n do fosfato o
RegLilaclón acceso
mlLmcleotldo
11<178 181) TVVE Unión do ribosa
fl(22Q~224) ~T~GQ Hidrofóblco-X-Arométlco- Unlóma de Mg2’
X-Acldo
¡t(240244) LRFPG Unión de guanina
Socuoncia do ¡Idímbulina de cerebro porcino <Kra ulís, Little et al. 1981).
b Los residuos subrayados Indican las posIciones coincidentes con la secuencie consenso del
motivo.
x Indica un residuo variable.
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4. Plt<YrEINAS ASOCIAI>AS A MICROTIJBtILOS.
Cutaíado se purifican naicrotúbulos mediante ciclos de onsamiíblnje.dosensamblaje so
observa que jwíto a la tubulirnia copuriflcamt una serie de proteirnaas denoníimíados gotaéricamente
protclíaas tanocmndas a microtúbulos (MAN) <Sloboda, Rudolph ot al. ¡975). Estas proteínas
aroctan a la rumicióma de los rnaiicrotúbulos, regulan la polimerización y despolimerización de
éstos, y la mnrneracciómí de los itaicrotúbulos coua otros elementos del citoesqueleto (Valín
199<>). Mediamite ¡aíicroscopitt cloctrórnaica se lía observado que las MAPs aparecen corno
proyccciomtcs delgadas y fibrosas sobre la superficie do los microtúbulos <Murphy y Borissy
1975). Sc distinguen principaliaaemíte 4 tipos de MAN: MAP 1, MAP 2, MAl> 4 y factor Tau.
1.aas MAl’ 2 somí proteínas de alto peso mitolecular, ca. 280 kD, que so caracterizan por
ser irníusualíaíeaato tcrmaíoestnbles pormítuieciendo soluble después de hervir una preparación de
niácrotúbulos ¡yelíous Framacorna et al. 1977). Son proteínas alargadas y fibrosas, con un
peqímeño domíaimílo de uniórní a mnicrotúbulos y una larga ~colaMLa unión a los naicrotúbulos
parece que se produce a través dc 3 secuencias comaservadas, de IB amitaoácidos separadas
por espaciadores de 13 residuos mnenos conservados <Lewis. Wang et al. 1988). Se han
observado secuencias siiíailares en tau (Lewis, Wsaííg et al. 1988) y en MAl> 4 (Aizawa,
Bníori orn ial. IQQI).
La región de la tubulina implicada ami la imiteracción con las MAPa 56 localizo, en el
oxtrernaao carboicilo terminal. Póptidos correspondientes a las secuencias de tímbulina «(430-
441) y [4422-434)inhiben la polinaerizaciómi inducida por MAPs y la unión de MAP-2 y tau
<Maccioiui. Rivas 0< al. 1988). Cuando la tubulina es digerida selectivamente por subtilisina
en el extremo carboxilo so imihibe la unión de MAl> 2, indicando que en los ftagmentos
eliminados se localiza el sitio do unión (Serrano, Avila 0< al. 1984). Si bien Molki y col. han
observado que la digestiórn con subtilisiíía no inhibe totalmente la u¡aióma de MAN Lo que
sugeriría que la unión no se restringe exclusivaniemate al extremo carboxilo (Melki, Korjan
et al. 1991).
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5. MO1Ot<ES MICROTLI BUlA RES.
Isis matotores oticrotubulares sorní protelítas que utilizan los microtúbulos como soporte
para trarnisportar sobre ellos comaaponernítes celulares internos. Existen dos tipos fundamentales
de niotores naicrotubulares, cada tino incluye diversos miembros comí funciones especializadas.
Un grupo son las dineinas citoplasmáticas (Vallee y Slapetner 1990), el otro es la familia do
las kimíesinas (1 loyt 1994).
I.as dimícírnías citoplasmaíáaicas soíi motores que se desplazan hacia el extremo de
crecimítuento lernito de los rnnicrotúbulos (Paschasal y Valleo 1987). Las dineinas presentan en su
fi
secuencie múltiples secueticias consenso comí motivos de unión de miucleotido (Gibbons,
Gibbomís et al. 1 ‘>91), y presentan actividad ATPasa, cuya hidrólisis cíclica es la base del
movimiamento siegído la liberación del ADP la etapa cináticaníente limitante <llolzbaur y
Johínsomí l’>H9). La dineina parece interaccionar con el extremo carboxilo terminal de la a-
y la fl-tubtmhiíata. compitiendo por el naisnio o por un sitio de unión próxinio al de la proteína
asociada a miuicrotúbuhos MAP2 (Paschiíl, Obar et sal. 1989).
La famatilia de las kinesinas se caracteriza por que sus miembros comparten un
dominio naotor comatún, en el que hay regiones altaníento conservadas implicadas en la unión
do ATI> y cmi la interacción con los níicro¡úbulos. La kitíesina se desplazo del extremo do
crocirnítiemuto Icíato de los uticrotúbulos al rápido, gracias a un proceso cíclico de unión de
ATP, hidrólisis e intercambio del producto (Gilbert. Webb el al. 1995). La ldtíesimía
interacciona preferentorníuente con la 13-tubulina <Sons y Mandelkow 1993; Kikkawa, ¡slíilcawa
et al, 1994), a partir de estudios de microscopia electrómíica de microtúbulos decorados con
el dontinmo titotor de la kinesirnaa, se laa propuesto que la unión se produce en la croata de los
protofllamaíenaos sugiriendo que oh movimiento so produce a lo largo do un único
protofilamaaomíto (llirose. Lockhart et ¡al. 1995: Kikkawa, Islíikawa et al. 1995).
6. LA PROTIVINA DE DIVISION CELULAR DACFERIANA FIsZ
ffl gerna faZ forma parte do los genes do “filanientación sensible a temperatura” en
Escisenchiocvii. Su producto do expresión, P’tsZ, es un componente esencial de la maqui¡íaria
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de divisicn celular (do licor, Cook el al. 1990). La sobreexpresión de F<sZ conllevo una
estimíglaemúma dc Ita divisióma bacteria,aa en los polos celulares y un ferniotipo caracterizado por
la formatación de matimaict3lulas ataucleadas (Di y Lutkenlíaus 1991). La inhibición do PtsZ•
mediante los productos de expresión de SulA y MinCD, paralizo la división celular y
produce la cíagasecuemate filamateníación (Di y Lutkenhaaus 1993).
Medíatiate inmaaamnoníicroscopía electrónica so lía observado que PtsZ está
uniforaíícmaíematc distribuida cta el citoplasma de las c6lulas cuuírnído éstas no se están
dívidiernado EtsZ sc cornícentra en imíí arnaillo citokin¿tico en la zona de división en Al col! y
Itadllux suhahs. Este nanillo se toruno antes de aprociarso la irnavaginaciární y no desonsanibla
ehasta cumaíplctarse la división (lii y Lutkcrnalíaus 1991). Emí bose a esta localización dinámica
se Ita prí>puesto urna modelo esa el que Pta autoensambia en waa estnícrnurn anular en la zona
de divmsióma celular (Lutkeaahaaus 1993).
6.1. UNIóN E itiokói.ís¡s DE NUCLEOTIDO.
Vmt tausernacia de maucleotidos exógomaus PtsZ copurifica con GDP unido de forma no
covalente, cotí una estoquiosaactria de —0.7 niol de nucleotido por mol de PtsZ <RayChaudhuri
y Park 1992) Erní extractos celulares de Al coY el fotontarcaje de PtsZ con [«-“P] GTP os
inhibido por uit exceso de <Fría o GDP no marcados, naiantm que dGTP, GMP, ATt’, a~
y U’1h’ mita lo inhiben. La capacidad de unir OTP se mantiene en la proteína purificada y
requiere la presencia de un catióma monovalente, Ha o K’, pero mio do Mg>’ (de Roer,
Crossloy 0< al. 1992; RayClaaudhurí y Park 1992; MukherJee, Dal e< al. 1993).
FtsZ presunta míctividad «¡‘Pasa que es depemadiomate de la concentración de proteimia.
lo que simpere que la hidrólisis do GTP a ODP está relacionada con amn proceso de
autoasociaciógt (de Roer, C’rossley ot al. 1992: Muhíterjee, Dai 0< al. 1993; Wang y
Lutkemalaaus 19<»). En Vta de ¡ti col! so detecta un retraso en la aparición de esta actividad
En vflm, en la proteína purificada do .9. subdli: este retraso no so observa (Wang y
Lutkenhaaus 1993). En presencia de un exceso de EDTA se inhibe la actividad OTPasa, lo
que indica la maecesidod do Mt para ¡a hidrólisis del nucleotido (RayChaudhuri y Park
1992). que rnmnthién requiere la presencia do potasio <Mukherjee, Dai ot al. 1993). Se ha
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propuesto ha presetícia dc dos etaapas en el proceso de hidrólisis: una primera etapa de
actívacióma que requiere la unióía del nucleotido. y por lo tanto no requiere la presemicia de
su duracion depernade de Ita cornacematracián de proteína; una segumtda etapa catalítica que
requiere Mt (tío hloer, (‘rosslcy et al. 1992).
4J. ¡‘Ol.IMEROS DE fr’WZ ¡A’ 5’¡77W.
Rccicmarncrntíemate se han demostrado que FtsZ ensamblo, En íItm en dos tipos de formas
polirniaérmcas
Porníacióta de tulios.
Se laa descrito la polimiacriración de Pta en estructuras tubulares En vUrn (Branihilí
y Thaauaapsoia 1994). 145 polimerización es dependierníte de OlP y Mg2’. Ni .1 dGTP ¡ti el ATP
sustitamyemí nl (VIi’. GUI’ y Uíi>-ys se umaen a Pta pero en su presernícia no so produce
polimerización (de Roer, Crossley et al. 1992; RayChaudlíuri y Park 1992). Como la
polirnaíeriníción se realiza en presencia de potasio, presumibíernaunte el OTP se Itidrohiza. La
fermacióíí de tubos so caracteriza por ser muy rápida, el plató se alcanza en —2 segundos,
siendo la velocidad itaiciní de polimerización mucho más rápida que la descrita para la
pohi,aacrizaícióma de tubulina. Hl inicio de la polimerización no presenta retardo.
Estos polinteros parecen ser estructuras tubulares huecas de ca. ¡5-17 nm de diátitetro
y ca. 20 pm do longitud. A partir do Unción negativa con acetato de uranilo se observan
estriaciones paralelas longitudimaslos. Las sambunidades parecen ser esferas de ca. 3.5 nní.
Formacióma dc fllaníenttas o protofllamíaentos.
En ausencia de GTI>, vta fornía paniculas de 5 a ¡5 nm, mayores de lo esperado
para ntorníónaeros de PtsZ. Tras la incubación con OTP a 37 C se observa la presencia de
fibras de longitud variable con tmn diámetro calculado de 7 nm. La torníac¡ón do ostos
fliamentos no parece requerir la laidrólisis del GTP ya que se observuí estructuras similar.
en presencia de GTP-yS. El mutante PtsZ2, que une OlP poro no lo laidrohiza, mantiene la
capacidad de polimnerizacióma. PtsZJ es un niutante que no une OTP y mio polimeriza
29
(Muklacrjcc y l.umkenhaaus 1994).
(‘untado PtsZ se incuba a 3? C ema presencia de DRAB dextrano y OTP o GDP se
observa otro tillo dc estructuras, filamentos o tubos, de ca. 18 n¡aí do diámetro. La niorfologla
de estos pulímneros parece diferir de la observada por Dramhill y col. <Branihilí y Thíompson
1994). No lt&íy formacióta de filaníentos en presencia de GMI> ni ATt’ ya que estos
nucleotados no se unen a VtsZ <Mukherjee, Dai et al. 1993).
1* presencia de estos dos tipos de filamentos indica un pohiniorfisnio en el ensamblaje
o bieta Ion flíamnernimos delgados de 7 nmaí, actúan canto protofilamentos do los gruesos de 18
nní.
e
4.3. 1l<)M<)tflGIA l)E SECNIENC¡A ENTRE FffiZ Y TUBULINA.
l~ía los estudios que describieron la unión o hidrólisis de GTP por litsZ se indicó la
prosonuma de umia socamoncia rica eta Gly caracteristica de familia de las tubuhinas (do Roer,
Crossley et al. 1992; Raychíaudhuri y Park 1992; Mukherjee, Dai ot al. 1993>. Una
comnparacióma matAs exhaaustiva do las secuencias ha dornitostrado semejanza sigrníiticativuí entro
los 260 priníeros residuos de los tubulinas y 220 residuos do Pta. Que la zomía de similitud
se lintite a la región amino sugiere que esta parto contiene los motivos esenciales para la
unión e hidrólisis del OlP (Mukherjee y Lutkenhíaus 1994).
Destacan tres regiomios do las secuernacias de PtsZ que presornitata honiologia con otras
tantas de tubulina y con motivos que participan en la unión de nucleotido en proteínas que
unen GTP o AlT (tabla 3).
(‘ornato se lía indicado la zornia de mayor sinailitamd de socuencia emitre PtsZ y tubuli¡aa
os la regmóma rica en (ily. potencialmente inaplicada en la umíión del fosfato o la regulación del
acceso dc <III> en timbulirnia, por simnilitud con proteínas que unen ATP. La secuencma
consemaso caí tubulina es <OIA)OGTOSG y la correspondiente en PtsZ es OGOTOTO,
observárnidose sólo el cambio conservativo de Ser por Thr. El mutante FtsZS4 en el que la
QlyíoS. primaaera del niotivo, es sustituida por Ser, se caracteriza por carecer de actividad
GTPasa (de Roer. Crossley et al. 1992; RayChaudhuri y Park 1992). Significativament, este
mutanme presenta actividad AlPasa dependiente de Mg2’. La afinidad por el ATP y su
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ciaót iva tic liad rol sí s son mu e notes- ti nc las observadas en la forin a s ¡1 \‘est re con el (iT!’. Es
un caso un mt-o tic conversión de (iIPasn en ATPasmi por tiaia niutael ón puntual (RayCíanucihuri
y Purk 1 ‘»>4 ). En el nítiuinme ks73 la ThaI 08, cmi el centro dci motivo, se ha sustituido por
Ala. Esta ni u! aci mí reduce la imia iÓíí del Gil> y prácti enmonto abo lo la Iii tiró lisis del GTP
(Muk hemj ce, 1) ni et tíl 1 ¶»)3; ¡ )ni, Nl uk horjeo oc al. ¡994).
la regmón c’ó-72 de VtsZ de E. cvii, KGLGAGA, so considera ho¡íióloga a la
secuencí u 1< ( IIYTE( tic fl—: ubul i ría. A mbns so ¡ don ti fican caía el motiva do un iñua <lo fosfatos
a y fl del ¡aucleomido en proceimius que uncía (iT!>, si bien prosenwn oriemataciómí inversa.
Uxistczií evadenemas expennaentales tic la inipl¡cncióíi de oste motivo en la umaióaí e hidrólisis
de (fila cía [hubulíman(ver untes).
Tabla 3. Reglotítis do FLsZ con honaología con reQiones de tubuline,
Tubulina miornologla comí otras proteínas que
tinen nucleotido
Rogaomi Secuencio Región” Secuencio
105412 GGGTGTGA
661,? KGLGAGA
208~212 VDFAD
140-140 (G/A>GGTG(S/A>G
101-109 I<GHYTEG
220-224 PTYGD
Motivo de unIón de rosfato o
regulación de acceso del
nucleotldo en proteinias que unen
MP.
Motivo de unión de foslato en
proteínas que unen GTP,
Motivo de unión do Mg” en
proteínas que unen ATP.
Secuencio do Pta2 do E. cali (Vi y Lulkenheus 1985>.
Secuencio cte II.Iubullna do cerebro porcino (Krauhs, LitUe et sI, 1981).
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reitmón 2(18
a -212 dc tus! de E cok, VDFDA, presenta honaologua COn el iliotivo,
“IuidroIobIco.v;uíIumble~arojaaámicti;.uríut)le~ci(l«É dc unión de MgZI coordinado al nucleotido
CII pro:eimaas t¡tic imema Al!’. Vsuc maunívo luambién está presente en tubulinas. En el mutamute
lttsZ el Asp 12 sc sustItuye ror (uy, 1’tsZ2 uno Gil> pero no lo hidroli za, En FtsZ silvestre
Itt uniosa tIc UIT mao requiere Me’, pero la hidrólisis si. Por carecer de actividad (liPasa se
ha flIOptICStti que VN?’ tiene aherada la capacidad de unión del camión, el cmmal
lwcsumauL~leiíat’míte imateracciona con esta región a trav& de Asp2 12 (Diii, Mukherjco et al.
~qq,¡
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Objetivos
l’)cte¡ maííma;ucion lírec¡sa dc las zomaus de las secuencius de cx— y j3—tubul hin localizadas
en la supe: ñu e del heterodí muero ufl y accesibles al ataq tic de proteasas.
1 )euermxainacián de las zonas de la timbuliman que se localizan en la superficie de los
micrntúbt¡Ios y de aquellas que estando exI)uestns en el heterod[niero sc ocluyen como
COfl$ecuemaci u del emas~mmaal.~l aje
I)etem maamiaació¡a de las zonas de la tubulína que se localizan cmi la superficie dc las
hojas imaducidas por Zma’ y dc aquellas que no son accesibles a ¡rotcasas en estos polímeras.
¡>rctlmccmóma cíe la estructura secundaria y supersecumídarua de la tubulina a partir dcl
análisis de las iaa úl ti pl es see tiemací as tic tubul i mm descritas y su co mbi ranción coma ciatos
uxperni ni en tul es
Esttíc¡mo de la posibles honiologlas estructurales entre mubulimía y la ¡rore[na cíe división
celular buetenana EtsZ,
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Mutorluin it M6todos
1. MAlltltlAl,ES.
1.1. LIC¿AND<)S Y PRO1nícro~ QUÍMICOS.
Ita acrílaitaida, la N.N-matihen.bis.acrilaníida, el persulfato amónico y la N,R,N’,H’-
tetraiaíetil-et¡len-dianíimaa fueron de Bio-Rad. La glicina, el MES, el SDS fueron de Sigma.
El Seplandex G-25 y el DHA!! Sephadex A-SO fueron de Pliarniacia. El Dfl y el 0W (sal
dihiticta) fueron de hloerimagher Mannheim. El Tween-20 Ríe do Plulca. Rl cloruro do calcio,
el cloruro de mainjinesio. el cloruro de ¡1mw, eh líidrógeno-Ibsfato sódico, el d¡hidrógend-fosfato
sódico. cl »lmcerol, el l)MSO, el Il-mercapto-etatiol, el rnnotanol <grado para HPLC), eh ácido
tioghicólico y cl ¡acetato de uranilo Rieron de calidad analítica de Merck. Todos los demás
productos usados, salvo indicación expresa, fitoron de Merck en grado analítico o mejor
El ‘Inol’ fue donado por el National Cancer Irnastitute, N.LR. <Bethaosda, MD, BEUU).
1.2. TIIIIIJI.INA: PURIFIC’ACIÓN Y CUANTIFIcACIÓN.
La tubulimití se purificó a partir de cerebro de choto por el procedimiento de
Weisemíberg maaodíficado (Woisonberg, l3orisy et al. 1968; Loe, Prigon et al. 1973; Andreu y
Timaslíen’ 1 ‘>82) y se alínacenó en nitrógeno líquido. Las concentraciones do tubulína se
detorojimiaroma espectrofotom6tricarnaíente en un espectrofotórnetro Hitaclal 0-2000 empleando
el sigumemíte coeficiente de extinción en tanipón 10 mM fosfato, 0.5% SOS, pH 7.0
~ 07 1. g’ cmaí’ (Andreu, Gorbunoff et al. 1984). Las concentraciones muy bqjas de
Iubulima¡t sc ¡aa:dierorní espectrolluoriííidtricamrnernate en tampón lO níM fosfato, pH 7.0.
empleatado urna espcctrofluorirnnetro Sluimazdu RF-540, se excitó a 280 nni (anchura de banda
5 nm) y la entisión se midió a 320 tana (anchura de banda ¡0 nnO, se cahibró con soluciones
patrón de tubulina do concomitración conocida.
La palabra ‘Taxol” es una marca regIstrada do Brlstcl-Myers Squibb, que ofrece a
cambio el tármino paclitaxol. Ver “Nemes br hI-jaoklnd’ Natura 373:370 (1995)
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12 PR(YI’F.ASAS
la tíip%ina tipo XIII tratada con TPCK (Lote W 100118130), la a-quimotripsina tipo
Vil tramada coma TI.CK (lote ?? 92V8045), ha clostripamna (Lote M6 47F0429), la termolisimía
tipo X (l.uW M~ 431:.0248) y la subailisina (Carlsberg~ tipo ‘VIII (Loto N 54F.0230) fueron
de Sigmata la elasmutsa de í’áuícreas boviuao (Lote 1V 12573721-II). la endoprotoiuiasa tys-C
(Lotes N0 122U192Q-22 y N0 12483825.24), la proteinasa K (Lote lC 14241922-51) y ha
emídoprowiaanmí Asíí-N gruado do secuenciación (Loto N 14168324.21) fueron de Boelaringer
Manmalteíiaa la prome¡asa \‘8 (de Xwphylurocrus a¡¿ft’us) (Lote lf 0301) fue de 4CM, la
brontelaluta (luto N 013790) ruede Calbioclíom y la papaína (látex seco) fue de Koclí-Light
Laboratorios los características de las proteasas emnpleadas se indican en la tabla 4.
tau ck’str¡palmaa sc disolvió en tampón lO níM MaN, 1 mM CaCI» 2.5 mM UIT, PH
7.0, a una comaccsaíracióia de 1 unglníl, y se activó durante 2 luoras a 2? C.
Un cmudoproteiuíasa 14.s.C sc disolvió a tina actividad do 20 U/ml en tatnpón lO mM
NaPi, ph 7.0.
La tcrníolisina se disolvió a 1 mg/sial en tampón lO níM MaN, 2 mnM CaCI3. pH 7.0.
l.a ¡‘apaina se íírcparo disolviendo 1 mg/inI de látex saco euí tampón lO ¡aiM NaPI,
pl! 7.0. y se clarificó níediamíte centrifugación.
La ernídoíarotemnsa Asp•N grado de secuemiciación so resuspendió según las
indicacioiaes del fabricante obteniernado una solución 0.04 mg/uní en tampón 10 mM Tris-MCI,
pH 7.5.
El rosto de las proteasas se prepararon por disolución a 1 mg/ml en tampón ¡0 mM
MaPi. pl1 7.0 Todas las solucionas así preparadas se guardaron a -2V C hasta su uso y so
descartaron uia¡t vn descornígeladas, excepto para las endoproteinasas Lys-C y Asp-N.
1.4. INIIIBIDORES DE PROTEASAS
El PMSF fue do Calbiocheun y la lodoacotaunida y el EDTA fue de Sigma.
Se laa empleado 2 níM PMSF para las proteasas: trips¡na, quimotripsina, elastasa,
sublilisina, VS, papalmía, endoproteinasa Lys-C y proteinusa K. 2 mM lodoacetamnida para
clostripaina y bromeluina. 2 unM BDTA para la terniohisina y la ondoproteinasa Asp-M.
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Mutedahe y Método.
2. M ETOI)OS.
2,1. P(>l.IMERI7.AC¡Ór4 DRMICROTIJBULOs DETAXOLY PROTROLISIS LIMiTADA
La tubulina se equilibro en tampón lo ntM NaPi, 0.1 mU UiT, pH 7.0, en una
cohtmmttnu de Seplaadox 0-25 (20 x 0.9 cutas). A las fracciones con protehta se les afiadió 6 mM
M8C12, plí final 6.7, y se centrifugaron en un rotor Ty65 (Beckman) a 39k rpm (l<A).OOO x
8) a .VV duiaatte 30 malinutos. para eliminar agregados. Se tomó el sobrenadamate, se ~justóla
conceuatracióma de tubulina (ca. 2 mg/nal) y se añadió GTP hasta una concentración final 1
mM
¡‘ara obtener microtúbulos se añadió en frío una cantidad de taxol aproximadamente
equiiutulecular a la dc tubulin,t (20 x 1W’ M). a partir do soluciones ca. 5 x 1W> M de taxol
disuelto en DM50. La concematración final de DMSO Ríe menor del 0.5% (vIv~. A los
centrales de tubuhimaa no emasamblada se añadió una cantidad igual de DM50. Las muestras
so calentaron a 37c’ durante 30 minutos, para inducirla polimerización en has muestras con
taxol. A comatitaunción so digirieron con las distintas protoasas a ISC durante 20 minutos. La
roaccióma so detuvo añadiendo amn exceso de inhibidor, y un volumen igual de tampón de
muestra cíe clectroforosis, y las nanestras se hirvieron durante 3 minutos.
Sc incluyeron controles de tubulina, no ensamblada y ensamaiblada, en ausencia de
proteasías para verificar la estabilidad de la proteína durante el experimento.
2.2, P<>1.IMERIZACIÓN DE TIJOLJLINA EN HOJAS INDUaOAS POR Z~’4 y
PROTfl>l.18 IS 1AM ITADA
Los polímero: laminares de tubulina inducidos por Zn’ en ausencia de ghicerol
(“hojas de tubulina.Zn’) se obtuvieron según so ha descrito (Aróvalo, Nieto et ml. 1990) con
modificaciones. La tambulina se equilibró en tampón lOO mM MIES, 0.1 mM MgCI
2, 0.1 mM
OTP, pIl 6.5 (NaOII) por medio do una columna de Sephadox 0-25 (25x0.9 cms) a CC. Las
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fraccmoíaes coma llrllmcimaa so cematrifugaromt en un rotor Ty6S (Beckman) a 39k rpm (lOO.O00 x
g ¿a •t” (‘ diii amate 20 matan, para climaumuar agregados. Se recuperó el sobrenadante, se uijustó la
comaccmatracítama de proteína a ca 2.0 mglnal y se añadió CITP hasta 1 mM. La formación de
polÍmaatItl% lamnínares se imadaijo añadieítdo 0.3 mM ZmaCl2 y calentando a 3V C.
Para obtcmtcr lujas de tubulimaaaZn.glicerol se incluyó en el tampón 3.4 M glicorol.
(‘amando se de%cO evitar la íaolimaaermzación de la tubulina oit presencia de Zn2’ so oquihibró en
tamupoma It> naM MES, 3.4 M glícerol, 0.1 mM MgCI>, 0.1 mM 07V, pH 6.5 (NaOH).
la íamwollsis lumatitada de estos polimneros se efecmuó de igual forma que la de los
matácrotuhulos miaducidos por taxol (ver mates).
23, fttONflflRIZAciÓN DE ¡A POUMERILACIÓN: TIJRDIDEZ Y MEDIDA DE LA
(i)N(’ENi1IA(lÓN (‘RITICA,
Iii ouasantblajo do la tubuimnia en microtúbulos inducidos por taxol y en hojas inducidas
por ¿n’•»licerol se nionitorizó turbidim6tricamentea 350 nm en un espoctrofotómetro Varian
635 Se uso una cambeta do lo nana do pasa óptico termostatizada a la temperatura deseada con
uma ¡nau~u 1 ..aamda R(’« y aun bailo 1 lake D8GH.
La nadada do la cuncematración crítica del ensamblaje de estos polímeras se realizó
por caíamat,tic¿mcmóma de la mutan de polímero formado. Las muestras, con concentraciones
crccaeattcs dc tubulina. so polimaicrización durante 1 hora a 37” C. So centrifugaron durante
10 nain a 50k rpm (100.000 x g) en un rotor TLA-l00 preequilibrado a 37’ C. La
ct’ncentr¿acmón de tubamlina ema el sobrenadante, medida espectrofotomó¡ricamente o
hluíorumuaistricamaaomaíe, corrospomade a la concentración crítica do polimerización {Oosawn y
Asakura 197%> 1.os precipitados se resuspendieron en tan volumen de SDS 1%, NaPi 10 mM,
pi 1 7.0, igual ¡al inicial y so midió la concentración de tubulina espectrofotouaaétrica¡nente, que
correspomido a la forma pohinterizada. La representación de la concentración de la forma
polinaerízada frente a la concentración total de proteína es lineal en el rango del ensayo, y
el pumato corto con cl eje de abcisas corresponde al valor de concentración crítica.
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2,4. UUflt4CENTRllqí(;Ació~ ANALÍTICA: VELOCIDAD DE SEDIMENTAC¡ÓN.
FI amaálmsis de velocidad de sedimentación de las muestras de tubuhina no polimerizada
se ro¡alí¡ó ema timas amltracematril’uga a¡aalltica Optinía XL-A (Beckman), tasando celdas de doble
sector ile 12 ¡anua do paso óptico y ventanas do cuarzo, a una velocidad de 60000 rpm y una
temperatura de 23” 0 tiara las muestras en tampón fosfato. Alternativamente estas muestras
se prt’imtculntrout durante 30 nain a 37’ C. Los eKperinaentos de tubulina en presencia de Za”
cmi tanapuana ltltl matM MES, 3.4 lvi glicerol, 0.1 mM MgCI,, 0.1 ntM 017, pH 6.580 realizaron
a U” (‘, coma cl Ilma do provemair la formación de hojas inducid. por Zma”. En todos los casos
la comacematracióma do tulauli¡aa fume de ca. 2 nug/nal y se ntidió la absorbancia a 295 nnu.
l.os coelicaentes de sedimematacióuu se determinaron por el método del segundo
momento. empleando el programa ORIGIN sunaistrado por Beckman (Lane, Slaah et al.
¡993)
I.os coeficientes do sedimentación se corrigieron a condiciones de referencia (agua,
20’ 0; ver (van Roldo 1985)) empleando un valor de O — 0.736 CLoe y TinxashefT 1974), y
se corriMícron ¡a dilución infinita empleando la siguiemate relación ~Schachman1959), usando
canto valor do ,g — 0.018 mnl/uaag (Frigon y Timauasheff 1975):
e
~ (J-g0
2.5. MI<IIOSCOPIA ELICCrRÓNICA.
Las maumostras se adsorbieron durante 30 segundos sobre rejillas de cobre recubiertas
con Fortnvar y carbóma. Se tiñeroma con una solución acuosa al 2% dc acetato de taranilo
durante 2 ,aainutos y se secaron a temperatura ambiente. Las muestras se observaron en un
microscopio electrónico Philips EM 300 o BM 420.
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2,6, ELEC ‘I’R<)FORESIS.
laa electroforósis ema geles de poliacrilamnida con dodecilsulfato sádico <SDS-PAGB)
se roalía4 dc acuerdo con I.aaematunl¡ (Laomnmatli 1970) con ntodificaciones que permitan la
separaemón de ti y II.tubuliíía (llest, Warr et al. 1981). Los geles de 160 x 160 x 1.5 mm
faucroma el gel separador fue laab¡tualntente del 10% de acrilanxida en tampón 0.38 MTris-HCI
p¡-1 1? comt (II”, 51>5 y 4 pM P-uaaercapbo-etanol; el gol concentrador Ríe del 5% de
acrilaiaaidta cta tauaapón 0.12 lvi Tris-lid pH 6.8 con 0.1% SDS. El SDS usado era de Sigma,
que contiene según espocificacionos 6S% de sulfato de laurilo, 27% de sulfato de miristilo
y 5% dc sult’ato dc cetilo FI tamaipón de olectrofor¿sis Ríe 25 siaM Tris, 192 mM glicina,
0.1% 51)5. 4 mM (3-naercapto-etanol, pH 8.5. Las electroforósis se realizaron a 4 C y a
intemasidiad coíasta¡ato: IR mA para el 801 concentrador y 36-40 mA para el gel separador.
I.as proteínas so visualizaron naediane tinción con azul coomassie R de Serva al 1%
en 45’. utactaitol e 10% ácido ac¿tico.
(‘amando se empleó la oloctroforósis para purificar páptidos para su posterior
microsocuenciación, ocasionalmente se incluyó 2x10” M de ácido tioghicólico en el tampón
de elactroliarósis. De asta fornas se previemae eh bloqueo del extremo amino de las proteínas
(Cholí y Wittuauamtn4.iebold 1990). sin alterar la movilidad electroforática de las bandas (datos
no presentados).
27. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APARENTE.
Para la determinación del peso matolecular aparemate en eloctrofor6sis <SDS-PAQB) do
los fragiatentus de proteolisis limitada de tubulina so emplearon patrones do peso sitolecular
de Bio-Itad que cogumienen: fosl’orilasa b (PM 97400), BSA <PM 66200), ovoalbúrnina <PM
45000), anhidrasa carbónica (PM 31000). inhibidor de tripsina <PM 21500) y hisozima (PM
¡4400).
La relación entre el peso molecular aparente <PMap) y ¡a movilidad electroforática
relativa (RO es:
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log (l>Map) = a x R1’ + b
Sc deduce que la relación ematro el error en el cálculo del PMap (APMap) y el error
en el Rl (41(1’> es fluncióua lineal del PMap del fragmento:
APMap PMap x (1 -
h~l valor majedio observado del parámetro “a” es -0.010303 t 0.000292. En la figura
3 50 represemtta cl error ema la determinación del PM aparento en función del PM apamnte del
fragnaemato
Se lan dc¡ermaainado la relación entre el peso molecular teórico de los fragmentos
conocidos y su peso matolecular aparente. Se han definido cuatro grupos de fragmentos:
fragmentos de cx-tubulina que conservan el extremo amino, fragmentos de «-taubulina que
conservata cl extremno carboxilo, fragmentos de ~-tubulinaque conservan el extremo amino
y fragmaacmttos do ¡i-tubuhimaa que conservan el extremo carboxilo. La distinción entre los dos
tipos de tubulinns tiene ema cueutta la diferencia de movilidad electroforóticia entre ct•tubulina
(PMap ca. ¿~O U)) y fl-tubulina (PMap ca. 55 U)). La distinción entre fragmentos que
conservan cl extromno aunino o el carboxilo refleja la influencia en la movilidad electroforática
de la dikremtcia en la naturaleza del extremo amino, marcadamente hidrofóbico, y el extremo
carboxilo. niarcadanaente polar con abundancia do cargas negativas. Se ha supuesto un
relación lmmacah entre el peso molecular teórico, calculado a partir de la secuencia, y el peso
molecular aparente (Figura 4).
Por mnterpolacióta del peso molecular aparente de los fragmentos no definidos se ha
calculado el peso mnolecular aparente corregido (PMcor).
2.8. TRANSFERENCIA.
La tubulina y los fragmentos producidos en las proteolisis limitadas separados en
SDS.PAC113 se transfirieroma electroforóticamente a membranas de nitrocelulosa de 0.2 pm
(Bio-Rad) para inmunodotocción o a membranas Immobilon-P’~ (Millipore) do difluoruro de
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Figura 3. Ropmsenuaclón del entren ha determInacIón del peso molecular aparente, en
función del peso molecular aparente, asociado a tres valores de error en la movIlidad
electroforética relatIva: 0.6% <línea cJe trazo discontInuo>, 1.0% (llnea de trazo continuo)
y 15% (línea de puntos).
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FIgura ‘1. RotacIón entre pesos moleculares teorfeos y pesos moleculams aparentes
observados en electroforesis. <Panel A) fragmentos de ct-tubulina: (O, unoa trazo
discontinuo) fragmentos de cc-tubul¡na que conservan el extremo amino, incluido el
fragmento LOca; (e, línea do trazo continuo) fragmentos de «-tubulina que conservan
el extremo carboxilo. <Panel 8) fragmentos cia fl-tubuíina: <El, línea de trozo discontinuo)
fragmentos de p-tubulina que conservan el extremo amino, Incluido BR[34; <U, linee de
trazo continuo) fragmentos de p”tubullna que conservan el extremo carboxilo. Las lineas
corresponden a la regresión lineal de los datos.
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polmvmmailidcno (l>\’l>V) íaara secuenciacióma.
Sc ematpkó uma sistema de elccarotransferencia senai-seco Trans-Blot SD de Dio-liad,
coma óaaudo dc titanio recubierto con platino y cátodo de acero inoxidable. Se usó como
tanapwa dc trauaskrencia 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20V. naetanol, pH S.S. Los geles se
eqamihubraroma durante 30 minutos en el tampón de transferencia. Entre el ánodo y el cátodo
se dispusat’romt por el sigamiente orden: 5 hojas de papel Whatnian 3 MM Char, la membrana
dc mamtrocelulosia o líaimobiloma p%Q, el gel do acrilantida y 7 hojas de papel Whatnaan 3 MM
Ciar la tramashcrcncua se erectué a voltaje constante, 15 voltios, duramate 1.3 ¡toras cuando se
unrwa membramias de nitrocelulosa y 5.5 horas cuando se empleó lrnmobilon-P5<’..
laas uaaeaatbraiaas do nitrocelulosa se secaron y so almacenaron a temperatura ambiento
hasta su auso. l.ns muembranas de PVDF Iinmobiloma-?’~ se lavaron 5 minutos en agua, se
tíñertan las proteínas durante 5 naimautos con 0.1% azul coomassie R (Serva) en 50% metanol,
el exceso de coloramate se olimatinó durante 10-lS minutos con 50% naetanol, 10% acático, se
lav¡troma las nae:athranas 5-lO minutos con agua, se secaron a temperatura ambiente y se
aluatacenaron a -20” C hasta su uso (Matsudaira 1987).
2.9. ANilCII ERPOS.
2,9.1. ANTIClIERPOS MONOCLONALES.
1,os anticuerpos ntoítoclonales 6-1 IB-l,frente a «-tubuhina acetilada (Loflizet y
Piperman 1 ‘>87), y 1hZ, rrente a la cz•tubulina tirosimaada en el oxtromno carboxilo (Krois 1987)
fuerwa de Sigmata. El anticuerpo 6-1 113.1 reconoce específicamente la c-tubulina acetilada
post-traducciwaalmente en Lys4O. Une especificanicuato el p6ptido QMPSDKTIGC*, Itomnólogo
de la posiciones 35-44 de «-tubulina, sólo cuando se acetila qulmicamnente con anhidrido
acético (LoDizel y Pipemo 1991).
Se haa empleado el anticuerpo nionoclonal P
11E,1C» que reconoce ospecificantomito la
socuencia 1.13 correspondiente a la ¡3-tubulina de cerebro porcino (de Inés 1995).
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2.9.2. ANTWII ¡<¡(POS MONOESP¡<cjpKQs.
Se lían empleado aítticuerpos policlonales, producidos con anterioridad en el
laboratorto, O%pCCItiCos frente a los siguientes ~Itopos:«~4 ¡5-443), ¡3(153465), ¡3(241-256)
y ¡3(412-431) (Andreu, de la Villa et al. 1988; de la Viña, Andreu et al. 1988; Arávalo, Nieto
el al. l~’>U).
2,93. PR<)l>IICVIÓN I>E AN’I1CUERPOS MONOESPEChqCOS.
lía sido necesario volver a producir anticuerpos frente a los epltopos «(155-168) y
«t214-22ó) SCMÚ¡t cl protocolo descrito por Andreu et al. (Andreu, de la Villa ot al. 1988).
t.os póptidos URLSVDYGKKSKLEC y RRNLDIBRPTYTN que son homólogos con
has pusicmomtes 155-168 y 214.226 dc «-tubulina do cerebro porcino respectivamente, fueron
simatct¡tadon un fiase sólida, se puriflcaron y se analizaron según se ha descrito (Andreu, de
la Viña ot nl 14-188; Aróvalo, Nieto ot al. 1990).
Pl í’órticlo correspondícuate a la región «(155163) se com~ugó a KLH (Calb¡ochom)
emíakaíado cl estar aaa-tnalcimido-benzoyl-N-hydroxysuccinimida (MBS) <Pierce), este reactivo
biiuncmwaal enlazo grupos amino coma grupos sulíhidrilo (Lita, Zinnecker et al. 1979; Oreen,
Almnc¡uader ct al, ¡982 ; Ar6valo, Nieto et al. 1990). Dl póptido correspondiente a la región
«<214-226) se conjugó a BSA libre de ácidos ¡rasos (Sigma) empleando glutaraldehido
(grado para microscopIa electrónica, Merck) que reacciona preferentemente con grupos amino
(Kagama y Ciluek 1979). La relación obtenida entre el p¿ptido «<214-226) y la proteína
transportadora ¡‘tau 0.073 g p¿ptido 1 g OSA.
Sc mmaiatamníiaron conejos do Nueva Zelwtda mediante inyección intrad¿rmica de ¡ ml
de aceite adyuvante Freund completo (Difco) que contenía ca. 0.47 mg de @155-168)-KLH
y ca. 0.61 mg «(21 4-226)-BSA respectivamente. Los animales fueron reinyectados a las 2,
4 y 8 ¡amajanas con iguales cantidades de cada antígeno emulsificadas en aceite adyuvante
Freund incompleto (Difeo). Se fue obteniendo suero de los animales a intervalos regulares
a partir do sangrados en la oreja y finalmente mediante punción cardiaca (Andreu, de la Villa
et al. 1988).
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Se obumvaemaa los sueros NC55 y NCSG de los conejos inmunizados con cl péptido
155-1 óS). y los sueros NC38 y NC39 de los iramnujaizados con el páptido @2 ¡4-226). Se
oía sayo la reacia vi dad cru¿ada de estos suemos freía te a umbul lun de cerebro bovino mediante
VI ISA tI mr a lo (‘-e r ubajo) ¡ ¼ala ligura 5 se muestran curvas dc BUSA represen tati vas. El
sajes o NC 9 píesCia tú un ti tul o Qn ti ttmbuli un significativo cmi el suero prei mímune y no se
detecto uní p md uccá oía específica tras la mm un izaciómí. En posteriores ensayos para el
opíropo u~2 1 l-22t~) sc empleó calusivasnente cl suero NC3S. Los sueros reaccionaron
ospee iii canaemí te con 1 u baíada de ct—tubu luía transferida a membranas de nitrocelulosa. [Snla
tabla 5 se rcsumaacn las carucíeristicas dc estos sueros.
Tabla 5. Sueros anti-péptidos de tubulina.
Suero Póptido Tipo de conjugado y Titulo recíproco’ lumnunodotecclán
transportador Antí-tubulimia en rnombranab
NCSS .«l55-I65) MBS-KLH 160 +
NOSO c(155168) ME38-KLH 160 +
N038 ~«214226) Glutarnldcflaldo-BSA 450 +
NC3O r(2 14 ~226) Glutaraldohldo-BSA n,d. md.
• Titulo nrbilrtado que correspondo a la d¡ltmcióma del suero que da una absorbancia en ELISA de
ha miii lucí <lo la absorción rnáxlmmí.
~ Ronctlvidncl específica con la andona do a-tubullna.
FI título anci—íubul iría dc los sueros se monitorizó mediante ELISA directo. Se
ciaíplcaruía íílnens Costar dc 96 pocillos recubierto cada uno con ca. 4 pg de tubulina en
tutu póma ¡>13 ~ ¡ mM ¡iOTA, 0. ¡ mM GTP, ¡ mM MgCI2, durante 12—15 horas a temperatura
ambiente. Las placas so lavaron 3 veces con PUS 0.075% Twecn-20 y dos veces con agua
destilada Los sitios de unión inespecificos do las placas so saturaron con geintina (Difeo) al
1% <pR’) en VHS, durante 12-15 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces
con PUS 005% gelntína y <los veces con agua destilada. Las diluciones de los sueros, cta
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FIgura 5. ELISA Trento a tubulina de sueros antí-péptídoS. (Panel A) Suero N055 antí-
ct(155-168), (Panel A) Suero N056 antl.cí.<155-168). (Panel C> Suero NC38 anti-ct(214-
226). (0 y lineas discontinuas) sueros preinmunes, (e y lineas continuas) sueros
inmunes obtenidos por punción cardiaca.
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tana pdn ¡‘13 S 0 05”~gclatm mí:m, se ¡ u e mbaron duran te 1 .5 horas a 370 (1 Las placas se U varen
tres vcCt’$ comí PUS 0 075% lweemí-20 y das veces con agua destilada. Para determinar la
presemacía dc amícmcuerpo sc ¡mícubaron con prolcímía A conjugada con poroxidasa a tímía clilucióma
lflSfl cmi PUS. O 075%Twecmí.20, 0.05% gelatina, durante 1.5 hieras a temperatura ambiente.
Las placas se lavítioma tres veces comí PUS 0075% Tween-20 y dos veces con agua destilada.
C’onío substrato de la reacción colorinaótrica se emplearon ¡00 pi/pocillo dc 0,4 mg/ml 1,2—
phíemavldmiiíííiiaa (01>1)) en tampómí b2.3 mM citrato, 25.5 mM NaJvIPO
4, pH 5.2, 0.04% 11202.
Tras 15 laimnumes la reacción se detuvo añadiemído 100 pi/pocillo dc H,S04 3N. La densidad
óptica, 1 ~<t~:p,n,~ o ~ ~ en cada iocillo se midió con un lector cte placas
Tites tck Multísenía Se consideró arbitrarianíento como titulo el inverso de la dihtmciórí del
suero cinc rí ¡atí in uit señal i~tual a la mi tací de la seflal múxim a observada.
Tabla 6. Antmcuerpos eaapleuídos en la Interpretación de mapas peptidicos de tubulina.
Nombre Tipo Epitopo’ Diluciónó
6-ti Un monoclonal cx 40K-AceUlada 1/10.000
N035 policlonal cx <1 55-166> 1/6,000 - iieooo
N038 policlonal « <214-226) 1/10.000
C102 paliclonal cx (416-443) 1/2.000 - 1/4.000
1A2 monoclonal a Tb tkosinada 1/10.000
P,,E¿ ,.C~ monoclonal ¡1(1-13> 1150.000
C140 policlorial ¡1(153-165) 1/60.000 - 1/1 00.000
CUS policlonal P (24 1-256) 1/1.600 - 1/2.000
CiQO pollclonal ¡1<412.431) 1/4.000 - 1/6.000
* Todos los anticuemos tienen especificidad de cadena y de secuencia.
b Diluciones empleadas piare la lnmunodetecclón de fragmentos de tubulína sobre
Iliomt3ranEls do raltrocelulosa.
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2.10. ¡NMIINC)DETE(’CiÓN,
la muamumatodeteccióma de los mapas peptidicos de la tubuhina se realizó según Andreu
et ah (¿\ndrcu, de la Viña et al. 1938) con modificaciones.
Cuwado se emplearon sueros de anticuerpos pohiclonales monoespeolficos las
mentbramaa% de aamtrocolulon contcmaiendo los ¡napas peptidicos de tubulina so incubaron con
1% ¡wlatmmtn cmt tamn¡aóma fosriato salimao pH 7.2 (PBS) durante 12-15 ¡¡oras, con agitación
coaast¿uate a tcmttpcrattura atubíamate. para evitar la posterior adsorción inespecifica de los
antaca¡cIptl% Sc lttVBftaIt hrovcmaaemtte con tampón PES - 0.05% Tween 20. Se incubaron
dura¡tte 2 haomas coma 10% sueros respectivos a las diluaciones adecuadas (tabla 6) en tampón
PUS, 005% Twccn 20, 0.3% USA (Sigma). Se lavaron 3 veces duramate 5 minutos con PBS.
0.05” o lwecaa y s~ asteubaron duratate 90 minutos con anticuerpo de ratón frente a ¡gO de
comtcpo cwaju~ado aun poroxidasta (Bio-Rad), diluido ¡/10000 en PES, 0.05%Tween 20,0.5%
BSA. Se lavaron 4 veces durante 5 minutos con PBS, 0.05% Tween 20 y 2 veces con PBS.
Se e%currieron las monubrarnas, se incubaron durante 1 minuto con los reactivos del sistema
do detección qwm:aaohímauiniscente <ECL.) de Amersham, se elintinó el exceso de reactivo y se
eaavulvmoron las mncmbranas en plástico. Dentro de los 30 minutos siguientes se impresionaron
pelicultas X-O¡nac 5 (Kodak) durante 20 segundos a 3 minutos.
Cuando so emplearon usaticuerpos monoclonales el tampón PBS se sustituyó por
tanapón Tris-hiLl salino pH 7.4 (TBS), la incubación del anticuerpo primario se himitó a 90
minautos y la del secundario a 1 hora, y como ¿anticuerpo secundario se empleó anticuerpo de
cabra anti 1g6 do ratón comaja¡gado con poroxidasa (Bio-Rad) en una dilución 1110000.
2.11. <‘lAS WICACIÓN Y NOMENCLATURA DE LOS FRAGMENTOS DETUBULINA.
Se han clasificado independientemente los fragmentos de a- y de f3-tubulina, ya que
el emnpleo de anticuerpos específicos permite el análisis independiente de ambas cadenas. La
clasificación se ha efectuado a partir del análisis mediante anticuerpos de los mapas
peptidicos ¡cuacrados. De forma general el nombre asignado a cada fragmento consta de 3
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partes l’aímaaero se imatijea Ita prcateasa que lo genera, mediante una o dos letras mayúsculas
abreviatura dcl naimaibro de la protoasa (tabla 4). En segundo Urniino se indica la cadena de
a. o 31-mambultita a la qaic pertemaece, Por último se nunaeran en orden decreciente de valor de
poso maaokeular aparente, í>ara cada protoasa hay una serie de fragmentos de a- y otra de ¡3-
tubulína
í .~ r~m,t~nt~ que se generan exclusivamente en la proteohisis limitada de tubulimia
emisantblatda cta raamcrotúbulos de taxol se indican anteponiendo la abreviatura “TX. Los
gemicr&tmlos r.clu%avamaactatc en presemacia do Zna se indican amtteponiendo una “Z” al nombre.
La aaunteraciaiua tic e%tos rragiaicmatos es independiente.
2,13. SECl’KNCL4CiÓN,
os %claIcnciación del extremo amimao de los fragmentos peptidicos separados por
•Icctroror¿sms y trauasfermdos a Imaanaobilon.PN se realizó en un secuenciador Applied
Diosvstoms muodolo 477A equipado con un analizador de derivados de foniltiohidantoina
<7111) ema flotea.
Para local miar los puntos de cono que producen los fragmentos cuyo extremo amino
se ha sectienesado, la secuciteis obtenida experimentalmente se coniparó con las secuencias
de a- y ¡1-tubuluata do cerebro porcino (Kraaahs, Little et al. 1981; Ponstingí, Krauhs et al.
í98 1). tlmaa vez identificados inequívocamente los fragmentos se calculó su peso molecular
teórico a partir do las secuencias anteriores. No se ha tenido en cuenta el aumento del peso
ntokcular debido a las naodiflcaciones post-tradauccionales.
2JJ. ELUCIDACIÓN ¡)E LOS MAPAS PEPTIDIcOS GENERADOS MEDIANW
PROTEOLIS 15 L¡MrrADA.
La identificación de los fragmentos de tubulina pmducidos en la proteolisis limitada
sc ha realirado mediante tres muátodos, según la información disponible de cada fragmento.
Los póptidos cuya secuencia amino terminal ha sido posible determinar, y cuando ésta
63
Matwtmbs y Método.
mat’ Ct>tIC%flflaihifl ial cNtrcnao amatino tío cx— o Petubulina se asignaron directamiiciate.
l.i’~ flagmaaemattis gemaertados ema los lalismos cortes que los péptidos anteriores se
amguaamnn ema tna%e a esta coíaaplcnaentariedad.
Vn tercer laugar los rragnaenaos cuya secuencia amino terminal no Ita sido posible
determatumaur y sao soma cúmaiplematematarios de fragmentos identificados, se asignaron a partir de
~utuiataño y renetívidad rrcnto al panel de anticuerpos ntonoespecificos empleados. Se
Jemer,aauíaaN cl pc~o maaolccaalar aparento corregido y tras fijar uno de los extremos del
ftagmttcmato. ¿natíman o carbosilo, se calculó la extensión del fragmento que tiene igual peso
míanlecular Con cl fin de obíemaer una auigmaación más realista no se empleó un valorde peso
¡ajolecular de residuo íarwnedio, si tao que se tuvo en cuenta la secuencia de la cadena
polupcptldwa
¡ ¿u ntcdidas de dicroismo circular se realizaron en un dicrógrafo Jasco 3-720
citapleasado imita celda de cuarzo lIelmaaa do Oh mm de paso óptico terniostatizada a la
tenaperasuna deseada, Los espectros se obtuvieron como media de 5 medidas consecutivas,
cl tamachio tío lamada fue dc 1 orn, la velocidad de barrido 20 nm mm” y el tiemnpo de respuesta
.5 se» los c~pcctros sc representan en elipticidad otolar por residuo medio la cual se calculó
esaipleando un valor de peso molecular por residuo de 109 <Lee, Corfhnan et al. 1978).
2.15. t)K1VRMINACION DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO.
las concentraciomaes totales de Mg’ se maíidiero¿í por absorción atómica (Martin y
Shíapiro 1983) en un ospectrofotónaetro Perkin Elmer 2380 equipado con una lámpara para
Ca y Mg. Se midió la absorbencia a 285.2 mii <ancho de banda 0.7 nm>. Como patrones se
empicaron soluciones do MgCI> de concentración conocida.
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2.1<’. l*<11l)IOS 1W SECL’ENCIA Y PREDICCION DE ESTRIJCrURA.
2.tó.t. AI.1NEAMIF.NTO MIJLTIPLE DE SECUENCIAS.
So cmaaplcttron las socuemacias de a-, ¡3-. y-tubulinas y PtsZ disponibles en la base de
datais SWISS.h’RC>T (hlairocha y Ilocckmann 1991). El alineamiento múltiples de estas
secuemacias sc rcfili¿O con el programna MaxHom ~Sandery Sclaneider 1991).
a
2.16,2, MKIOI>O PII¡)scc DE PREDICCION DE ESTIWCIIJRÁ SECUNDARIA.
la prcdmccíómt dc estructura secundaria se realizó mediante el m¿todo PHDsec que
mnaplcmaae¡tta los algoritmos do Rost y Sander (Resí y Sander 1993; Rosí y Sander 1994).
¡U diccatanarmo do estructura secundada de proteínas <Kabsch y Sander 1983) clasifica
los elonaentos do estructura secundaria, obtenidos de datos estructurales de cristalografla y
re%timattncía iitagut.Stica nuclear de proteínas, en 8 tipos. El m6todo PHDsec de predicción de
estructaira secaimadaria agrampa estos 9 tipos de elemnentos estructurales en 3 clases según la
síptanomate comwertción.
lIdie. (ca) o II: incluyo las Itólíces a, hélices 3-10 y las hélices it.
lAmaiana extendida o 13: incluye los segmentos de extendidos de lánaina 13. tusito en
dmsítonición paralela como antiparaloha.
Bucles o 1; incluye residuos en puentes ¡3 aislados, giros, vuelta y estructura
desordemanda
El naótodo PUDsec do predicción de .struclura secundaria emplea un sistema basado
en taita red macauronal de 3 niveles.
Primor nivel o nivel ‘socuencia a secuenola”. En este nivel se asigna a cada residuo
umaa do las 3 estructuras (H, E o 1.). La información de entrada con la que trab¿~a oste maivel
es uit alieaeantiema¿o múltiple de secuemtcias. La predicción realizada sobre una <utica secuencia
os incitas exacta que otras predicciones basadas en métodos empíricos y estadísticos. Rl uso
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de almmacamíiie¡atus multíples tIc Secuctacta mílejora la exactitud de la predicción emítre un 6% a
tímí 8”~, sm~¡aiñcat¡vaníemate por cííci tía <le otros métodos. La imílormacióma evolutiva contenida
crí cl 4dmmac~ím¡ímc¡att’ múltiple es e\tremiiadutaacnte útil cmi la liredicción de estructura secumadaria.
El metodo tlt’ter íaa í un para cada posición la frecuencia de apari ciómí de cada uno de los 20
araí mía oác m tíos Ustos 20 míúmaíeros consíl tt.iyen la celda básica de iii traducción de datos, Esto
ti m NC 1 Ir al’ni a cotí ímma a ventata ¿a de Ii amia í no ácidos de la q nc se ob tiene la predicción cíe
esí inc ¡u r a scc amia dar ma par~m 1 a ptismcí ómí central. La vemítana se va despí azamído a lo largo do la
securmacía Sc mncluvc amia minutero ttdmciotíal en la celda básica que cotítiemie informrmació¡í sobro
los rcsmdaaos íu~~a los cualt’s la ventamía se estiende Itmera de los limites de la cadonfl.
¡ a Jímesclí cm a de ¡¡aserciones y delecciojíes en los a Ii miennaicaitos múltiples de sectmencia
OC tít tV ciart mitayo r tmec ametící a ema bucles qtme cmi ladi ces y 1 Ami mías. La frecuemí cia cte np ariciáii
dc ¡ ti ser cm unes y del ccc iones vn una posícióla con lleva imí formííaciótí sobre la estnmctura
see tíma al amia U sta ¡ma ruinaación sc i tael aíyc en este primer nivel como 2 tmnidados más en la
celda liásica u vector la mutroducemómí cíe esta inlor¡aíacián maíejora la exactitud cíe la
ííreth¡ccmó¡í dc bucles dcl 723% nl 7ttQ%. Otra consecuencia es la reducción cte la tendencia
a la sobreesrimuaciótí dc hélices y lAminas
5 egundo mii vel o tít vel “esm ruc¡u ni ¡a estructura’, liste nivel considera, al metías era
¡)tttt~. la currelaemómí esístente entre los r~uotícs do predicció¡a cte estructura secundaria de los
residuos adyacentes tus datos dc entrada para esto segundo nivel vienen <lacIos por una
ventamía dc 17 celdas básicas. Cada calda básica codifica el resultado del nivel “secuotícia a
estructura’ cíe cada posición. El rostmlttido del segumído nivel es de nuevo cl tipo de estructura
sec tíndarí a del residuo ventral de la veía tana couísiderada. 131 ah neanii anta ni <mt tiple cíe
secuencias comí mmc nc iii Úurnincmón adi cien al, co¡aao el número do secuencias alineadas y la
sí mía 1 mt aid da, 1 U~ mi sin as El ní¿uído considera esta i:íformacióíi asignando un mííayo r peso
especifico a las ííosmcmones níñs cotiservaclas cmi los dos primeros niveles de la red neuronal.
Dc esta forma sc mejora un 05% la exactitud dcl método. En oste nivel no se imicíuye la
intorníación sobra la frecuencia <lo inserciones y deleccionos ya que reduce la exactitud de
la Ireclicc¡ón
Con los dos prinaeros niveles dc la red se obtiene una exactitud dcl 68% cmi la
[1redicci ó mí
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tercer mtmvcl o “dccisuwt del jurado”. Coda forma de clasificación de los dos primeros
ItivelC%. o aaiqamitcctamraa%, está asociada con un error particular. La comnbinacióma do distintas
arlluítectaarat% rroatawe taita reducciómt de este ruido, lo que manifiesta que las diferentes
arquitecturas man c3tán cwatplctrnncnte correlacionadas. Este nivel contbina arquitecturas
iaadepemadwmate%. nurntalnacntc ID, calculando la media aritm6tica de las mismas (Si), según
la CM1fC%iOi~
SI £
u II. ¡:• í,
x maamaawrn dc arquitecturas.
5m resultado do la arquitectura ‘a” para la posicióma “i”.
Comt este nivel xc mejora un 2% la exactitud total del m6todo.
l’lltbccc adomatás dc asignar un tipo de estramctura a cada posición de la secuencin,
imadíca la íarobnbmhdnd do asigmaar cada una de las tres clases de estructura (H, E o L>.
Tamatttmén <la intiinnaación sobre la flabilidad de la predicción en cada residuo. Define un
Imailíce “¡Leí”, norntali,.ado dc 1 a 9, que refleja la diferencia de probabilidad entro los dos
tipos do estructura más probable para una determinada posición.
En conjunto el m¿todo PllDsec tiene una exactitud del 70.8% en la asignación de
estructura secundaria a residuos aislados, aplicado a proteínas globurales. La exactitud media
para la predmamóta do una prowlna os 72.2*9.3 31. Supera en ca. 4V. la exactitud da cualquier
otro naetodo de predicción. Se ha estimado la exactitud en la asignación de cada umio de los
3 impos de estructuras: MIme.: (It), lñnaina ¡3 (2) y bucles (L): a partir de los resultados de
predicción de aproximadamente 250 proteínas do estructura conocida (tabla 7). Se definen
das valores de exactitud observada y predicha:
If de residuos correctamente predichos con estructura
Qí (“o observado) ,. ..~. ., ,<
W total de residuos con estructura
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Ql 0i laredicíto)
N de residamos correctamente predichos comt estructura
tf total de residuos predichos con estructura
Tabla 7. EstimacIón de la exactitud de la predIcción del método PHDsec.
Tipo de Estructura
Exactitud
O ti Observado O ti Predicho
Hélice CH) 70 ti 77 ti
LémInap(E) 62% 64%
Bucle (L) 79 ti 72 ti
Demttro ~1oun grupo de proteínas que porteitezcan a la misma familia estructural .xiste
una itotable variación de la estructura secundaria de cada residuo. Para una clasificación en
3 tipos de estructura secundaría el valor medio do la diferencia es ca. 12% con una
desviación estándar c.a. 9%, comparable con la desviación estándar de varios métodos do
predicción. Esta diferencia es una característica intrínseca de las familias de proteínas
(<‘hotíais y I.esk 1986). Comaio consecuemacia el objetivo de los ni6todos de predicción no es
obtcmter una exactitud dcl 100% en la asignación do estructura a nivel de residuo. Un objetivo
más realista de la predicción a partir de amti conjunto de secuencias análogas os lograr una
exactitud ca. 80%. No es razomiablo esperar una mejor precisión en la predicción que la
variabilidad intrínseca observada entre proteínas de una familia (Rusaelí y Barton 1993; Rost,
Sander et al. 1994).
La estimitación del contenido de estructura secundaria por PHDsec tiene un error
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mnemaor dcl 3(19 ¿(85% partí laélíce s’ 8.1% para láníina J3). Este parúmnearo se obtiene del valor
nied ¡ o de Itt tI [cremaci cmi tre el co¡i ten ido de estructura secundaria asignad a y el contenido
real, en el conjunto de proteitias ensayadas. Los resultados son comparables a la estimación
de esirtíetura secumidaria obíemaidos por dicroismno circular cmi determinados casos. La
comaipa racion es di flci 1 va cíue mío e< iste umí estudio del contenido (¡e estructura secundan a por
dic rol snío circuí ¿ir ema uma comíj santo de protehías si tí~i lar al empleado en la comprobaciótí de
Pl II). Adcmííás los resultados de dicroisnio circular suelen emplear 5 tipos de estructura
secundarma: laélíce, hojas tíntiparalelas, ¡aojas paralelas, giros y lazos,
las scc nemící as de u— y 13— tubamí i mía onípí encías comtío gu[ as en la p redi cc¡ón dc
est ructnra sectmmídtíri ti somí las cíe cerebro porcimio (Krauhs, Little eL al. ¡98 1; Pomístingí, Krauhs
et al. ¡ QE IV (‘waío secuencin gula de Ftsz sc empleó Itt de Esclwdc/s¡a cvii (Vi y Lutkenlíaams
1 QHS). Se accedió al método PHl5sec níediamíte correo electrónico a la dirección de la red
2.163. MITOD() Pl! Duce 1) E PREDICCION DE ACCESIBIUI)AI) 1)EL SOLVENTE.
El comícepto de accesibilidad del solvente fue introducido por Lee y Riclíards (Loe y
Ríchíards 1 ‘>71). 1 a imíformítaciómí de accesibilidad del solvento a los residuos de una proteína
es una proyección cmi tímatí di níensiómí cíe cierta i míformaciótí do la estructura tridimensional.
Su predicción ofrece imalorniación coníplementaria a la predicción de estructura secundaria.
Esta propiedad está ¡tíemios conservada que la estructura secundaria demítro de las familias dc
n rolcita tas comí la omíío logia ema la estructura tr¡ cli mnensio¡autl, el coeñciente do correlaciómí es dc
0,77. i..a accesibilidad cíe residuos comampletamente ocultos está mííojor conservada.
~~‘eha emaipleaclo el método de predicciómí de accesibilidad del solvemite, PIlDace (Rost
y Sander 1994) que omaiplen una red macuronal similar a la empleada por los mismos autores
en el niétodo PHD de predicción de estructura secundaria. PHDacc utiliza los siguientes
parámetros:
Accesibilidad del solvemíte de un residuo (Mc), es la medida en A2 de la superficie
del aminoácido en contacto con moléculas del solvente.
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Accesíbilidaad relativa dcl solvejate do un residuo (RolAcc), es el cociente entre la
aceesilailidad dcl solvente dc amia residuo y la accesibilidad máxima para eso tipo de
tuatinoácido. Permite la conapanación cuatro antinoicidos de distinto tamaño.
A partir de estas estimaciones se definen 3 modelos de accesibilidad del solvento:
Modelo do lO estados. Asigna a cada residuo un valor de accesibilidad relativa
nornaalizado de O a 9 (RelAcciO), calculado como:
RolAedo — PARTE ENTERA (100 X RelAccV’2
El uso do la raíz cuadrada describo en mayor detalle los residuos ocultos que los
expuestos.
Modelo de 2 estados. Clasifica los residuos en 2 tipos: ocultos (B) cuando
RolAcc<16% y expuestos (E) cuando RelAcc~16%.
Modelo dc 3 estados. Clasifica los residuos en 3 tipos: ocultos <2) cuando
RelAvccQ%, iuateriatodio (1) cuando RelAccu9.36%, y expuestos (E) cuando RelAccflO%.
El nadmodo PIlflacc matojora la exactitud de la predicción frente a ni6todos anteriores
canto los de Iiolbrook y col. (llolbroolc, Muskal et al. ¡990) y Wako y Blundehí <Wako y
Blundelí 1994). Facilita una predicción de accesibilidad más detallada, ya que enaplea un
modelo do lo estados. El coeficiente de correlación entre la predicción y la observación
experimatental es 0,5’l. Ema términos absolutos este valor es bajo, sin embargo debido a la baja
conservación do la accesibilidad del solvente en las familias de proteínas comt estructuras
homólogas, cl resultado de NlDacc no asti alejado del óptiaaio esperado. La calidad de la
pradiccióma es mayor en los casos extremos: residuos totalmente ocultos o totalmente
expuestos. Por ejemplo el 86% de los residuos completamente ocultos se predicen con 0%
de accesibilidad del solvente.
So accedió al método PhiDace mediante correo electrónico a la dirección de la red
internet: I’nuIictI’rn¡vi¡u<a)IiAlItL-llddelbng.LJIL Se emplearon las ¡ajismas secuencias que
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para la predícci óma de estrucíuma secundaria,
2. ¡6.4. 1) ¡‘TERMINA(‘IÓN I)EL MoMENTO IIIDROFÓBICO.
Nl mimomnemíto híidrofóbico es la hidrofobicidad de un pépúdo calculada para diferemites
amagul os de rot aciómí por resid mio. Es una medida de la probabi 1 ¡dad de que un péptido en una
determii ira ¿atla posí cióma se local i ce ema la i ma terfase entre el interior y la superficie dc la proteína,
es decir íame seííare residuos hidrol’óbicos e líidrofllicos en una es¡muctura periódica
(Emsemíberg, \Veáss ti al, 1984).
El ámaj~ulo de rotaciómí típico entre residuos do una hélice—a es cíe 1000. Umí valor
el evado del ¡aío mento la idrofóbico en tormía a este ámígtmlo indica la presencia cíe uuía hélice
anílpática, carncteriiada por umí lado polar y otro apolar. Una estructura beta típica tiene un
áng milo de 1 60” ema t re residamos. Se empleó el programíía Pep plot (Wisconsin iimíi vers¡ty,
(icmíetic Coníputer (iroup, Imie) para calcular el tímotuento líidrofóbico máximo correspondiente
a un amígulo de rottaciómi entre 950 y l050, la vomitamía de cálculo empleada fue cíe 8 residamos.
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1. Proteolísls limitada comparada do tubulina diniórica y microtúbulos
Iraducidos por taxol.
2. Proteollsla limitada comparada de tubulina dimédea y hojas
do ttmbullnu Inducidas por Zn2’.
3. PrediccIón de estructura de tubulinas y FtsZ.
Resultados
1. l>UOTEOLISIS LIMITADA COMPARADA DE TUBULINA NO
1>01~INl ERIZAI)AY MICROTUBULOS INDUCIDOS POR TAXOL.
It. (‘ARAUUER1ZACIÓN I)E LoS ESTAI)OS ESTUDIADOS POR PROTEOLISIS
LIMrI’AI)A,
1.1.1. TLII3IILINA NO POI.,IMICRIZM)A,
lía ttmliulínn autoasocia en presencia de iones Mg2’. FI proceso se describe en térmitios
de umia rápida s’ reversible atmtoasociación progresiva del dímero (le tubulina con idéntica
constante dc ecíuilibrio dc elongación, k, y tina etapa final de cierre favorecida, cuando se
alc¡uazn el grado de polimerizaciómí ma 26 ±2, con k,¿~k (Frigon y rrirííaslíeff 1975).
Los experiniotítos de proteolisis liníltada de tubulina no polimerizada en mierotúbulos
ma ducidos por taxol se lían real izado en tanípón ¡0 mM Nal’ i, 6 mM MgCl
2, 1 mM GTP, pil
6.7. Era estas condiciones y a la comícentración de tubulitia empleada, ca. 2.0 mg/muí, es de
esperar un incipiente estado de asocmaciómí de la proteína. Se estamdió la extensión dc esta
ascícimiciómí mediante velocidad dc sedimentación. So obtuvo un valor del coeficiente de
sedi mííema m aci ¿ni ímromííedio dc tambul ma en tampón 10 mM NaPi, 0. 1 mM GTP, pH 7.0, de S%~w
• 56 s (tabla 8), coimícidente dentro del error experimental con el descrito por Frigon y
Iimííaslaerf (Erigon y Timíinslíeff 1975). I3ua presencia de 6 mM MgCI2 y a pH 6.7 se observó
uma valor ligeraníente naayor, 6.6 s. Cuamíclo esta maíuestra se incubé previamente 30 mimu ~VP
U, de fornan análoga a los experimentos de proteolísis limitada, no se observó aumento
significativo en cl coeficiente cíe ~edinuentaciómuni por lo tanto una extensión del proceso de
auto asocm ación.
A una concentración de Mg
2’ 8 mM, ligeramente superiores a las empleadas en este
trabajo, y a comicenraciones de tubulina interiores a 9 mg/ml no se aprecia formación
sigmíificntivía dcl polímero final, ma = 26, y la descripción del proceso se puede simplificar a
un mímodelo de autoasociación lineal indefinida o isodésmico.
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Tabla 8. Coeficientes de sedimentación de tubulina’.
(Mg2) total
820,W
Sin incubar Incubando 30 mira a 370 o
OmM 5.6s 7.ls
5.8 s b
OmM GOs 6.75
Determinados por el método del segundo momento.
‘ Datos de Frigon y Tirnashefí (1975).
Nl coeficiente de sediníeíítación promedio (g) es función de los coeficientes de
sedimaaemataciómi de las especies presemítes (S3 y de su abundancia:
~ 5~ s
1C1
SI ~I
Sc puede supomíer que el coeficiemite de sedimentación de cada intertuedio de la
asociación es Cuiaciómí del coeficiente do sedimentación de la unidad monomérica del proceso,
segúma la siguiente relación que asume simotria esférica para todas las especies:
o
~a2(1) ~
Se estímó el coefl ciente cíe sedimentación leárico de cada especie a partir del valor
obactaido experiníentalníente para la especie monomérica, es decir el líeterodimero do ~J3
tubulimía. A partir dc estas estimacioiíes y de los valores cíe coeficiemite de sedimentación
promedio observados se estimó el contenido de los 5 primeros grados de autoasociación
(tabla 9). Como las cantidades relativas de los intermedios decrecen al aumentar el grado de
asociación no se consideraron especies mayores del pentámero, sin que esto introdujera un
error significativo. En las condiciones empleadas cerca del 80 % de la tubulina está en forma
híeterodimnérica, un 20 % de la proteína son intermedios diméricos de autoasociación y en
torno al 3% son trinmeros, La presencia de tetrámeros y estados de asociación superiores es
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despreciable. Independiemítememíte de la míaturaleza de los camítactos que se establecen, en la
imíterucciómí ematre des laeterodimeros de tubulina sólo se ocluyen la mitad de las superficies
de contacto. Pum lo tanto se pamede estimar que aproxirnadamnemíw cl 90 ~/o dc la superficie de
la proteína expuesta cii el laeterodímíxero es accesible en estas condiciones y se puede
coiísí derar la forma no esa sam bí ada cíe la tubulina corno heterodiníero de ctfl tubul ma.
Tabla 9. EstimacIón del grado do autoasociaclón de tubulina Inducido por 6 mM Mg2’.
Grado do autoasociación (¡)
1 2 3 4 5
~O (s) 5.6 U 8.89 11.65 14.11 16.37
Concentración (mg/mi) 0 1.54 0.40 0.07 < 0.01 c 0.01
Abundancia relativa (%> 77 % 20% 3 % < 1% < 1%
Se suptmso simetría osrérica.
Valor observado en esto trabajo.
La concentración total do tubulina fue de 2.0 mg/ml.
Se exploré la influencia de tas condiciones empleadas sobre la cosaformación de la
tubu í i mía mcdi ami te el estudio del di croisnio ci raíl ar en la región del ultravioleta lej ano. La
presemícia dc los cationes divalentes empleados, 6 ííiM Mg2~ y 2 mM Ca2’, no producen
cambios coiííormacionales detectables y los espectros de dicroísmo circular de tub~mlina son
iguales al registrado en tamaipón lo níM NaPi, 0.1 mM OTP, pH 7.0. El espectro de dicrolstno
circular no cambió cuando las muestras se preinctmbaron durante 30 mm a 370 0,
descartándose una desestabilización de la tubulina no ensamnblada (figura 6>
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Figura 6. Espectro cJe cllcrolBmo clmtularde tubulína. Se representa al espectro promedio
y la desviación estándar de 6 medidas en los siguientes tampones: (a) 10 mM NaPI, 0.1
mM GTP, pH 7.0; <b) 10 mM NaPI, 6 mM MQC½,0.1 mM GTP, pH 6,7 y (c> 10 mM
NaPI, 6 mM MgCI2. 2 mM 08012, 0.1 mM GTP, pH 6.7, En cada tampón las medidas se
realizaron a 250 0 en dos condiciones: cori y sin Incubar la muestra durante 30 mira a
370 0. La desviación entre espectros es del mismo orden de magnitud que el error
experimental.
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1.1.2. ENSAMBLAJE 1)E MICROTÚBULOS INDUCIDOS POR TAXOL
El ensamaiblaje lis a’Um de niicrotúbulos inducido por taxol, en concentración
eqtiímnolectílar, a 370 U alcamíza u¡í máximo estable en los 30 primeros minutos (figímra 7). Los
níicrotubulos así obtemíidos despoliníerizan en frío. Los microtúbulos son estables a 250 C al
¡aíeraos duran te 20 mira mitos, tiempo empleado cmi la proteol Isis limitada. Como se íííuestra en
la figtmra Síu morfología de los inicrotúbulos así ensamblados es normal. La masa de tubulina
en la lo mía mío ~oli níeri zuda mío an menta apreciablemento damrrante este tiemp o (figura 9). La
coracemitracion critica del ensamblaje a 370 U en tampón lO mM NaPi, 6 mnM MgCI3, 1 mM
(Fil’, pl 1 6.7 es de 0.24±0.II mg/mal. A la concemu ración de tm.mbul ira a ení plencía, e. a. 2.0
íííg/míal, la fraeciómí sima eíísamblar constituye el 12±5%. Se puede considerar que los
resmihados do la proteolisis limitada en las muestras ensambladas son representativos
exclusivamííemítc de la proteolísis limitada de los microtúbulos. En ausencia cíe taxol no se
de t ect ó polimerización de la ni ucst ra.
La termolisina requiere Ca
2’ para mantener su actividad proteolitica. En las muestras
qtme se digiriero¡í comí esta proteasa el ensamblaje se realizó en presemicita dc 2 mM UnCí
2. El
cíasamaibí aje, níomií torizado por la seflal de ttmrbidez, la estabilidad, y la mimo rfologla cíe los
microtúbulos así obtenidos somí equivalentes a los observados en ausencia cíe CaCI2 (figuras
7 y 8). La mímasa dc tubulina polimerizada fue similar al control ensamblado en aamsemicia do
y no se redujo tras 20 miii a 25~ C (figura 9).
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Figura 7. Curso de tiempo turtídímétrico del ensamblaje Iii vlfro de tubulina 2.0 mglml
en tampón 10 mM NaPI, O mM MgCI,, 1 mM GTP, pH 6.7. La reacción se inició
calentando la muestra cJe 40 C a 370 C. <a) ensamblaje con 20x106 M taxol, la flecha
indica el enfriamiento de la muestra a 250 0 o a 40 0 <curva b). (o) ensamblaje con
2OxlOd M taxol en presencia de 2 mM 0a012, la flecha índica el enfriamiento de la
muestra a 250 0 o a 40 0 (curva d). <e) muestra sin taxol. Inserlo: cuantificación del
ensamblaje de tubulína ¡ti v¡tro Inducido por taxol a 370 C. (•) concentración de tubulina
polimerizada. (O) concentración de tubulina dímérica. <línea de trazo continuo) recta de
regresion lineal de la concentración de tubulina ensamblada frente a concentración total
de tubulina. <línea de trazo discontinuo) valor medio de la concentración de tubulina no
polimerizada.
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FIgura 6. Mícrograflias electrónIcas de mícrotúbulos InducIdos por taxol en tampón 10
mM NaPí, 6 mM MgCl2, 1 mM GTP, pH 6.7 a 37* 0 (panel A), y después de enfriar la
muestra a 250 0 durante 20 mm (panel B). Y en tampón 10 mM NaPI, 6 mM MgCl2, 2
mM 08012, 1 mM GTP, pH 6.7 a 370 C (panel 0), y después de enfriar la muestra a 26~
durante 20 mm (panel 0). La barre corresponde a 200 nm.
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Figura 9. cuantificacIón de la masa de tubulina no polimerizada (barras huecas) y
ensamblada en microtúbulos Inducidos por taxol (barras rayadas). Las muestras de
tubuuina se polimerizaron en presencia de una cantidad equlmolecular de taxol: <a y o)
durante 30 mm a 370 0 y (b y d) durante 30 mm a 370 0 y posterior incubación de 20
2.
mm a 250 0. (ay d) polimerización en presencia de 2 mM Ca
a b o d
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¡.2. t>R(YI’E<) LiSIS LIMITAI)A CON TRIPSINA.
El mu np a proteo! i ti co de afl—¡ubul i na, dimérica y ensamblada en ni icrotúbulos
imídaicídos por taxol, producido por tripsiíía 1% (p/p) se muestra en la figura 11. La
interpretación de los fragníeiítos producidos se muestra en la figura 12, y sus características
se indican en la tabla 10.
Cadena a:
En la forma dimérica el principal punto de corte se encuentra en la cadena a, entre
las posiciones 1<339-5340. Este punto de corte se protege en los microtúbulos inducidos por
taxol, coimícidente con los resultados de Mandelkow (Mandelkow, Herrmanií et al, 1985).
En la proteolisis de lía tubulina emisamnhíada destaca la aparición de un fragmento, TX—
l’Ra2, que es reconocido por el anticuerpo frente a a(4 15-443) y tiene una movilidad
electroloretíca l¡geramíiento inferior al péptido ~(340-450), TRa2. Aumíque TX-TRa2 migra
aparentemaiciate aislado en electroi’ordsis, no lía sido posible determinar su secuencia y debe
bloqucarse durante la purificación. Por la relación de PM aparentes de este péptido y a(340-
450), cl PM teórico de TX-TRcx2 debo ser 13—14 kD lo que sitúa el punto de corte en la
regmóma 325-335. Segúmí la especificidad de la tripsinn hay dos posibles puntos de corte: K326-
1)327 y K336-T337 (figura lOA). La predicción de estructura secundaria (ver adelante) sitúa
estas dos 1.ys cmi ambos extremos de umía a hélice.
A 310 320 330 340 350 360
aa (;KYMACCI.LYRGUvvPKDvNAAIAT IKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINY1~PP
280 290 300 310 320 330
aa QYRALTVPELTQQMFDAKNMMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQM
Figura 10. Secuenela de la reglón 310-360 de a-tubtmllna (A> y 280-330 de (3-tubulina (8) de cerebro
porcino. E!n negrilla so indican los resídmios de Arg y Lys, potenciales puntos da corte de
tripsimaa.
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Figura 11, Proteollsís llmltada con trlpslna-TPOK 1% de tubulina en forma dimérica
(calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15 y 17> y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16 y 18) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCI2, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1 y 2) tinción con azul de coomassle. (calles 3 a 18) inmunodetección
con los anticimerpos: anti ct(155-lOB) (calles 3 y 4), anti c4214-226) (calles 5 y 6),anti
u.(415-443> (calles 7 y 8), anti a-tubmilina tírosinada (calles 9 y 10), anti jl(1-13) (calles
11 y 12), anti ¡3(153-165> (calles 13 y 14), anti ¡3(241-256) (calles (15 y 16) y anti ¡3(412-
431) (calles 17 y 18), A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de
peso molecular en kD.
ATR Li
TRít2
TRl~1
TRIa2
TRjI3
TRJI4
1~
FI
.4
m~m
rl z-t
160
B
TX-TRrxl
TX-TRct2
TRI31
TRII2
TRII3
TR¡34
300 460
—-4
‘-1
-p
150 3001
Figura 12. Esquema do los fragmentos producidos en la proteolisís limitada con tm-lpslna-TPCK
de tubulina dimérica (A> y tubulina ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol <8). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuemos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacíos cuando es débil,
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Cadena (1:
(‘ota anterioridad solo se ha descrito la actividad de la tripsina sobre la a—tubulina sin
emiíbargo liemos observado dos puntos de corte en la cadena (3.
El primero se localiza entre las posiciones K174-V 175, genera los fragmentos TR(34
y TRI3I, y es accesible cmi los mnicrotúbulos inducidos por taxol.
¡Sí segundo pimnto genera los fragmentos TRf32 y TR(33. A partir de los datos de PM
aparento este punto de corte está localizado en la región 280-325. Los residuos de Lys y Mg
presentes cmx esta región y potenciales localizaciones de este corte son: R282, K297, R306,
R309, R3 18, R320 y 1<324 (figura 1013). Este corte se protege en la tubulina polimerizada
en miíicrotubulos de taxol.
Tabla 10. Fragmentos de proteolisís limitada de tubulina con Tripsina-TPCK 1%(plp).
Nombre PMap
(kD)
PMcor
<kO)
Secuencia
N-Terminal
Posición PM teórico
(D)
TRcxl 38.6±1.3 336±1.3 mMXEXIXI 1 a 339 37520
TRa2 16.2*0.6 13.4±0.6 34081QFV 340 a 451 12576
TRfl1 35.3±1.2 30.5±1.2 ml&VXDTVVEP 175 a 445 30887
TRfl2 34.7±1.2 32.2±1.2 n.d. 1 a 292±8 n.d.
TRII3 20.6±0.7 14.9±0.7 n.d. 315±9a 445 n,d.
TR¡34 15.0±0.5 14.1±0.5 1MxEIVxIQ 1 a 174 18986
TX-TRa1 36.4±1,3 31.9±1.3 n.d. 1 a 289±10 nd.
TX-TRa2 17.7±0.6 14.5±0.6 n,d. 318*8 a 451 n.d.
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¡ .3. PI«)’I’E() LIS tS LIM ITA DA CON QLJ IMOTRIPS IN A.
El ¡napa proteolitíco do a(3—tubulina, dimérica y ensamblada en niicrotúbulos
inducidos por taxol, producido por quimotripsina 20/o (p/p) se muestra en la figura 13. La
interpretación cte los fragmemitos producidos se muestra en la figura 14, y sus características
se imadícan etí la tabla II.
Uademi a .x:
La cx-ímibulina es poco sensible a quimotripsina. Sin embargo se observan dos péptidos
comnplememmtarios producidos por la ruptura del enlace entre las posiciones FI 69—S 170, Este
~ummtoie corte es ligeramente más sensible en la ttabulina ensamblada en niierotúbulos
n du ciclos ptm r t axo 1
U ademí a [1:
La quimotripsi¡ia corta mayoritariamnente la (3—tubulina dimérica entre las posiciones
Y28 1 -R282, y no actúa sobre esta posición en la proteína ensamblada en microtúbulos
inducidos por taxol.
Se observamí dos péptidos de bajo peso molecular aparente, CHfl3 (18.5 kD) y CH¡34
(15 lcD), que son recomiocidos por los anticuerpos anti (3(1-13) y anti (3(153-165). No se lían
detectado los péptidos complementarios. A partir del PM aparente los puntos de corte que
los originan se localizan antes de la posición 165. Sin embargo por la reactividad con cl
anticuerpo antí (3(153—165), se localizan en posiciones posteriores pero muy próximas a este
epltopo. ¡ .os potenciales puntos cíe corte se encuentran en el lado carboxilo de los residuos:
l~l6S y Y 183 (figura 15). Estos ptmntos de corte son accesibles en los microtimbmi¡os inducidos
por taxol.
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Figura 13. ProteolIsís lImitada con qulmotdpslna-TLCK 2% de tubulina en forma dimérica
<calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15 y 17) y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8,10.12,14,16 y 16) en tampón 10 mM NaPI, 6 mM MgCI2, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1 y 2) tinclón con azul de coomassie. <calles 3 a 18) inmunodetección
con los anticuerpos: antl a(1 55-168) (calles 3 y 4), anIl c4214-226) (calles 5 y 6>,anti
44l5-443) <calles 7 y 8), antí cz-lubuiina tirosinada (calles 9 y 10>, anti [3(1-13>(calles
11 y 12), anti p(i53-165) <calles 13 y 14), anti ¡3(241-256) <calles (15 y 16) y antí 9<412-
431) (calles 17 y 18), A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de
peso molecular en kD.
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Figura 14. Esquema de los fmgmentos producIdos en la proteol¡sls lImItada con qulmotmlpslna
de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtúbulos Inducidos por taxol (B). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reaccIón es fuerte y vacíos cuando es débil.
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1b() 160 170 180 190
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Figura 15. Soemiomacla do la región 150-190 de [V.tubullnade cerebro porcIno. Se ha subrayado la
roglóma correspondiente al epltopo [3<153-165).En negrilla se Indican los amInoácIdos
aromnáticos, potenciales puntos de corto de quirnotripslna.
Tabla 11, Fragmentos de proteolísis limitada de tubulina con Qulmotripslna-TLCK 2% (pfp>.
Nombra PMap
<kD)
PMcor
(kD>
Secuencie
N-Termlnaí
Posición PM teórico
(O)
CHxI 40.8±1.4 32.5±1.5 ‘70SIYPAPQVS 170 a 451 31529
CHa2 16.3±0.6 16.6±0.6 n.d. 1 a 169 18567
CHflI 36.9±1.3 34.2±1.3 n.d. 1 a 281 30960
CH¡32 22.3±0.8 16.7±0.8 282xALTVPXL 282 a 445 18913
CH¡33 18.5±0.8 17.3±0.6 n.d. 1 a 160±5 nsJ.
CH[34 16.2±0.5 14.3*0.5 n.d. 1 a 130±5 rad.
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1.4, l>R()’1’E()LISIS LIMUFAI)á CON ELASTASA,
El ni apa proteol it ico de a13—tubulina, di rmíérica y ensamblada cmx
inducidos por taxol, I)VOducido por elastasa 20/o (p/p) se muestra en la
interpretación de los fragmimemítos producidos se muestra en la figura 17, y sus
se imadicaja en la tabla 12.
microtúbulos
figura 16. La
características
Cade¡aa a:
Sc observan dos puntos dc corte en esta cadena. El primero, que produce los
fragmuemítos complementarios ELa4 y ELaI, se localiza entre las posiciones Si 78-Tlfl. 131
segtmndo corte gemíera los péptidos E1s0 y ELa3, y se produce entre los res¡duos A294-C295.
C’ademía fl:
La elastasa digiere la tubulina en un único punto de corte. A partir de la secuencma
amnimio termimíal dc 111432 se ha localizado el punto de corte entre las posiciones C354—D355.
Los tres puntos de corte de la elastasa en las a y fi-tubulina son igualmente sensibles
cmx los mxxi erotub amIas i mx duci dos por taxo 1.
Tabla 12. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina can Elastasa 2% (plp).
Nombre PMap
(kD)
PMcor
(kD)
Secuencla
N-Termínal
PosIción PM teórico
(O)
ELt1 39.1±1.4 31.2±1.4 “9TAVV 179 a 451 30585
ELa2 37.2±1.3 32.6±1.3 n.d. 1 a 294 32481
ELci3 19.3±0.7 15.8±0.7 “5xFEPANQMVK 295 a 451 17615
ELcL4 17.8±0.6 17.6*0.6 nsJ. 1 a 178 19510
ELfIl 39.1±1.4 36.3±1.4 1MREIV 1 a 354 39326
EL¡12 19.0±0.7 13.2±0.7 355DIPPxGLK 355 a 445 10547
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Figura 16. Proteolisís lImItada con elastasa 2% de tubulina en forma dimérica (calles 1,
3, 5, 7, 9,11,13,15 y 17) y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol (calles 2,
4, 6, 8,10,12,14,16 y 18) en tampón 10 mM NaPi, 8 mM MgCI,, 1 mM GTP, pH 6.7.
(calles 1 y 2) tínclón con azm.ml de coomassie. <calles 3 a 18) inmunodetección con los
anticuerpos: anti «(155-168) (calles 3 y 4), anti a4214-226) (calles 5 y 6),anti «<415-443)
(calles 7 y 8), anti «-tubulina tirosinada (calles 9 y ‘lO), anti [3(1-13)<calles 11 y 12), anti
[3<153-165)<calles 13 y 14), anti [3<241-256)(calles (15 y 16) y anti [3(412-431)<calles
17 y 18). A la izquierda del panel se Indica la posición de los patrones de peso
molecular en kD.
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Figura 17. Esquema de los fmgmentos producIdas en la proteolísís lImitada con elastasa de
tubulina dimérica (A) y tubulína ensamblada en mícrotúbulos inducidos por taxol <B). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos.
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¡.5. PRO’UlX)LIS 15 LIMUI’ADA CON CLOSTRIPAINÁ.
El mapa proteo!iti co cíe afl—tubul imia, di mérica y ensamblada en microtúbulos
itaducidos por t¡axol, producido por clostripaímxa 2% (p/p) se mamestra en la figura ¡8. La
imiterpretacíomí de los fragmemxtos producidos se muestra en la figura 19, y sus características
se míídic¿uí ema la tabla 13.
Cademía cx:
¡ña c lost mi pai tui proteol iza la ~—tubulinaen el mismo punto de corte que la tripsina,
entre los residamos R339-1’340. Al igual que con la tripsina, este pumíto de proteolfsis esta
pro tegi do cmi la a—tubmil i mía poí i nierizacia en microtúbulos inducidos por taxol. Sin etnbargo
la elostrí pal mía, a cli feremicia cíe la tmipsina, no produce un nuevo punto cíe corte en la forma
etísaniblada. Se explica teniendo en cuenta la especificidad de ambas proteasas: las dos cortan
emalaces í>eptldicos del tipo lUX pero la íripsina además también actúa sobre los de tipo K—X.
Se observa un fragmimeixto miminoritario, CLa2. Como no se ha detectado un Pragmemíto
conípleraxentario se supone que sc produce a partir de CL~1 por un segundo corte ca el que
se ;xierdcmí ca. 65 aa. El único residuo cíe Arg presente en esa región y potencia! punto cíe
corte es R264-A265 <figura 20A). l3ste punío de digestión tanibiémí se protege en la a.-
¡ubul imía ¡xol inaerizacla,
Cademia ¡1:
La clostripaina digiere débilmente la (3-tambulina. Cuando se emplea una proporción
cíe clostripalnaa del 2% aparecema una serie de fragmentos minoritarios,
(‘1 .fl2 es un fragníento minoritario. Por su PM aparente el corte que lo origina se
local za en torno a la pum ciómí 120. El residuo cíe Arg que potencial muera te puede participar
cmi este corte es R 121 -K 122, Es la única Arg presente en esa región (figura 2013). No se
cíetecta el correspomídiente fragníento coníplementario de este corte,
CLfl5 es un fragínento de bajo PM (PMap 22 kD) reconocido por e] anticuerpo anti
[3(412-431). A partir dc su secuemicia amino terminal se ha localizado el corte que lo produce
entre las posiciones R282-A283. CLf34 es el fragmento complementario. Este punto dc corte
está próximiio al que produce la quiníotripsina entre las posiciones Y280-R28 1.
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Figura 18. ProteolIsla lImitada con clostripalna 2% de tubulina en forma dimérica <calles
‘1, 3, 5, 7, 9,11,13,15 y 17) y ensamblada en microtúbulos Inducidos por taxol (calles
2, 4, 6, 8,10,12, 14, 16 y IB) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCI2, 1 mM GTP, pH
6.7. (calles 1 y 2) tincián con azul de coomassie. (calles 3 a 18) inmunodetecclómi con
los anticuerpos: antí ct(i55-l68) (calles 3 y 4), anti «<214-226) (calles 5 y 6),anti «(415-
443) <calles 7 y 8), anti «-tubulina tirosinada <calles 9 y 10), anti [3<1-13)(calles 11 y 12),
anti 13(153-165) <calles 13 y 14), anti ¡3(241-256) (calles <15 y 16) y anti ¡3<412-431)
<calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de peso
molecular en kD.
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Figura 19. Esquoma do los fragmentos producIdos en la proteolísís lImitada con clostrfpaina
de tubulina dimérica (A) y tubulína ensamblada en mícrotúbulos InducIdos por taxol (6). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacíos cuando es débil.
Resultados
CLfl 1 y (‘t.fl3 somx dos fragmíxentos minoritarios de alto PM aparente. No se detectan
los fragmxientos conínlenxentarios. Los puntos de proteolísis en los que se producen se
localizan en las regiomxes 305-325 y 361-381, respectivamente. Los residuos de Arg que
potenciialmaíemame puedema participar en estos puntos dc corte son: R306, R309, R3 18 y R320,
y R3 59 y R3 80, respectivamente (figmira 20C,D).
La digestión cíe la (3-tubulina por la closíripaina se reduce cuando está ensamblada
cmx mí c rotubukas i mídamci dos por taxol.
A 2 Y) 260 270 280 290 300
a a VUI,TF IQTNLVPYPRAIIFPLATYAPVISAEKAYHSQLSVAE1 TbIAC FEPAN
HO 120 130 140 150 160
a a Al~ l..VD5V1.hVVRKl~:STt’ScDCLQG FQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMN
290 300 310 320 330
a a TQQM Fli~AKNMMAAC DPRJ’IGRYLTVAAVFRGRt4SMKEVDE QM
Ix 3M) 360 370 380 390
a a KTAVL Lii PPR(1 ,KMSAT FI GNSTAIQELFKRI SEQFTAM FR
FIgura 20. SecuencIas de las regíónos 250-300 de «-tubulina (A), 110-165 <0), 290-320 (C) y 350-390
<O) cJe [3-tubulinade cerebro porcIno. Se txa subrayado la reglón correspondIente al ep(topo
[3<153-165).En negrilla so Indican los resldtmos de Arg, potenciales puntos de proteolisís
limitada do clostripaina.
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Tabla 13. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Clostripaina 2%(p/p).
PM cor
(kD)
Sectmencia Posición
N-Terminal
40.6±1.4 35.2±1.4 n.d. 1 a 339
PM teórico
<O>
37520
34.1±1.2 30.2±1.2 n.d.
17.0±0.6 14±0.6
1 a 275±10
340xIQFV
44.6±1.5 41.3±1,5 n.d.
41.2±1.5 36.7±1.5 n.d.
37.5±1.3 34.8±1.3 n.d.
34.1±1.2 31.7±1.2 nsJ.
22.0±0.8 16.4±0.8 2EALXVPxGxQQM
340 a 451
1 a 371±10
119±9a 445
1 a 315±9
1 a 282
283 a 445
Suponiendo que CLt2 corresponde a «1-264>
SuponIendo que CL132 correspondo a [3(122-445)
Nombre PMap
(kO)
CUtí
C Lux 2
O La 3
OLlil
0Lfl2
0Lfl3
CLII4
OLfl5
29238~
12576
n.d.
n.d.
31117
18757
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¡.6. pwyryousís L¡Mrr’AD,\ CON ENDOPRoTEINASA LYS-C.
El mnnpa proteolitico de c41—tubulina, dimórica y ensamblada en microtúbulos
¡maducidos por taxol, producido por endoproteinasa Lys—C 0.5 U/inI se nitmestra en la figura
21. 1..a in¡er;xretaciómí de los fragmentos producidos se muestra en la figura 22, y sus
caracteristicas se indican ema la tabla 15.
(‘ademan a:
la emadoproteinasa Lys—C actúa mxmayoritariamente sobre la a—tubxmlina produciendo un
mapa pe¡xtidico característico.
Se olxse¡’va u¡x Iragmxmcnto, LOa 1, de PM aparente ligeramente menor al de la a—
tutx mil ¡ mx tas’ que comía igra con la f3—tubuli mía. Este fragmuento es reconocido ema i amunoblo t p~
todos los ata tic imempos amíti a—tubul ma empleados a excepción del an ti a.—tubulina aceti lada,
ctx maxo es rccomíocido por el anticuerpo frente a—taibulina ti rosinada ti ene intacto el extremo
camboxilo. l...,a secuemícia del extremo amxmimío de este fragníento sitúa el corte que lo genera
cíxtre las posiciones K4O-14 1. Este punto de corte sigue siendo sensible en la proteolísis
limitada de nxicrotúbulos inducidos por taxol y la presencia del fragmento LOa! aumenta ema
estas condiciones. El guipo e-amino del residuo de lisina en posición 40 es un punto de
acet i 1 aci Ómí de la a—tubul ma (Pi perno, LeDizet et al. 1987).
Emíxpleando el anticuerpo 6—1113—1 frente a a—tmibulina acetilada sc ha detectado un
púptido, LCc«x, de PM aparente 18 lcD que no se aprecia mediante la tinciómí con coomassie.
Se ha idemítificado con el fragmemíto a(l-40) complementario de LOa!. Este fragnxen(o está
;xresetxta en igual cantidad en las mamuestras cíe protcollsis limitada cíe tubulina dimérica y
etxsamaiblada cta naicrotúbimios inducidos por taxol.
A parte de LCa.l se detecta un sólo Uragmento, LOaS, reconocido por los anti a(4 15—
445) y amx ti a— tubul ita a ti rosí uncía. La secuencia ant mo termitial sitúa cl punto de corte que
lo origina cutre las posiciones K280-A28 1. Esta posición de proteolisis se protege en la
tubulina ensamblada en niicrotúbulos inducidos por taxol y como consecuencia se reduce la
formación de LOaS y se actmmula el fragmento LOal ya que no es procesado posteriormente
en K280-A281.
Como fragmento comnplemcntario de este corte no aparece un único péptido, sino un
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FIgura 21. Proteolísle limItada con endoproteinasa Lys-C 0.5 UIml de tubulina en forma
dimérica (calles 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microtúbulos
inducidos por taxol <calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16,18 y 20) en tampón 10 mM NaPI,
6 mM MgCI2, 1 mM GTP, pH 6.7. (calles 1 y 2) tinción con azul de coomassie. (calles
3 a 20> lnmunodetecclómi con los antIcuerpos: anti ct-tubulina acetilada en Lys4O <calles
3 y 4), antí cc}i55-lGB) <calles 5 y 6), antí «(214-226) (calles 7 y 8),anti «<415-443)
(calles 9 y 10), antí «-tm.mbulina tirasinada (calles 11 y 12), anti ¡3<1-13) (calles 13 y 14),
antí [3(153-165)(calles 15 y 16>, anti ¡3(241-256) (calles 17 y 18) y antí [3<412-431)
(calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de puso
molecular en kD.
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Figura 22. Esquoma do los fragmentos producidas en la proteolisís lImItada con
endoproteinasa Lys-C de tubulina diméríca (A) y tubulina ensamblada en mícrotúbulos
inducidos por taxol <6). Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los
anticuerpos que reconocen a los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacias
cuando es débil.
ResuItado6
conjunto (le tres: LCa2, LCcd y LCa4. La secuencia N-ternxinal de LCa2 corresponde con
la de la a-tubmil imía, este fragmuento es el de nxayor peso molecular aparente de los tres y se
idetatifica comaxo «(¡-280), siemxdo complemxientario de LCa5. Los otros dos fragmentos de esta
serme ptmedema íxroducirse biemx por cortes secundarios cerca de los nuevos extremos carboxilo
gemíerados tras el primíier corte, o bien por cortes cerca del extremo amino terminal de la
tubttlitaa. i.C?a3 es el fragmento mayoritario de este grupo. Se ha secuenciado su extremo N-
termaiimxal, que es igual al observado para el fragmento LCa1 y corresponde a un corte entre
las posiciones K40-T4 1. Por lo tanto el fragmento LCa3 se origina por una doble digestión
emítre las Ixosiciones 1<40-141 y K280-A281
I,.Ccx4 es un fragmíxento de PM aparente ligerametite inferior a LCa3 que es reconocido
por los nxismíios ataticuerpos que éste. Se origina en una doble digestión, Uno de los puntos
dc corte se produce otatre K280-A281. No se comioce la secuencia amino terminal de LCa.4.
El otro paítxto dc corte que lo origitia se localiza secuencialmente más avanzado al que origina
[tul y 1.Ca3. Por otro lado LCa4 contiene el epitopo a(155-168), Esta proteasa hidroliza
enlaces pe¡xtidmc<xs en los que el grupo carbonilo es donado por una Lys. Esto punto de corte
se localiza tras uno cíe los siguientes residuos: KEO, K96, Kl 12 o K124 (figura 23A). Por
comnparación entre el peso molecular aparente corregido de LCa4 y el peso molecular teórico
dc los fragmxxentos formíxados si el corte se produce en cada uno de estos puntos (tabla 14), el
r tmmí lo dc proteo lIsis mííás ¡, robabíe es K60—1’16 1
l..a presetícia de estos tres fragmematos, LCa2, LCa3 y LOa4, se reduce drésticamente
eta la proteolisis li:íuitada cíe microtúbulos inducidos por taxol como consecuencia de estar
protegido el punto de corte K280-A28 1. No se puede estimar si el corte minoritario en KEO-
1161 se protege en la forma polimerizada, ya que sólo se detecta gracias a la presencia de
l&cx4, cíame mmcx se produce en la lorixta ensamblada por protección <leí enlace K280—A28 1.
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Flgtmra 23. SecuencIas do Iría roglónos 55-1 25 de «-tubulína <A), 30-90 (8> y 300-360(0) de [3-tubulina
do cerebro porcIno. Era negrIlla so Indican los resIduos de Lys, potenciales puntos de
proteolisis limíxitada do ondoproteínasa Lys-C.
Tabla 14. PosIbles secuencias del fragmento LCcx4.
Punto de Corte Posición PM teórico (O) PMcor (kO)
Kt30HGI 61-280 24565 26.7
KOG-E97 97-280 20419 21.3
K112-E113 113-280 16657 19,0
K124-L125 125-280 17192 17,1
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Cadena [3:
Endoproteimaasa Lys—C digiere dóbilníente la cadena de ¡3—tubulina. Hay cuatro péptidos
que reaccionan con el anticuerpo frente (3(153-165) y débilmente con el anti ¡3(241—256).
Sólo dos de ellos 1.0131 y 1~Cfl2, reaccionan con el anticuerpo anti 9(1—13). Son
origimíados en dos cortes cmi la región 300-350. Los residuos de Lys que participan en los
posibles puntos de corte son: K324, K336 y 1<350 (figura 230). No se detectan los
fragtxaemímos 00111 íxlemuemítari os (le estos ptmntos de corte.
Umí tercer punto de corte se localiza cerca del extremo amino terinina[ de la (3-
tubuliuía, entme las posíciomíes 30 a 85. El único residuo de Lys en esta región es K58, siendo
RSE-VM) el putatívo ptmnto de corte. Este corte produce los fragmentos LC(33 y LCfl4, a
partir tIc 1.091 y 1.0112 rcspectivamííemíte.
Estos tres puntos de corte no se protegen en la tubulina polimerizada en microtúbulos
imíducidos por taxol.
Tabla 15. Fragnxentos de proteolísis limitada de tubulina con Endoproteinasa Lys-C 0.5 U/ml.
Nonxbre PMap
(kD)
LCu1 58 8±2.1
LCu2 38 6±1.4
LCa3 34.6±1.2
LC«4 32.9*1.2
LCuS 22.0±0.8
LC<tG 18.0±0.6
LCfl1 40.6±1.4
L092 37.1±1.3
L093 34.6±1.2
LC[34 28.7±1.0
PMcor
<kD)
46.5±2.1
33.6±1.4
30.6±1.2
29.3±1.2
1 79±0.8
17.9±0.6
37.6±1.4
34.4±1.3
32.1±1.2
26.7±1.0
Secuencia
N-Terminal
41TIGGGDDS
1MRExISI
mmTIGGGDDS
n.d.
2”’AYxEQLxVAEI
n.d.
n.d.
nsJ.
n.d.
n.d.
Posición
41 a 451
1 a 280
41 a 260
ca. 60 a 280
281 a 451
1 a 40
1 a 339±9
1 a 312±9
49±16a 339±9
68±16a 312±9
Suponiendo que LCt4 correspondo a «(61-280).
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PM teórico
(O)
45679
30953
26555
24552’
19143
4416
n,d.
n.d.
n,d,
n,d.
~?~ranIny
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1.7. I>R(Yi’EOI.JSIS LIMITADA CON TERMOLISINA.
El mix apa íxroteol it iCo de «¡3—tubul imia, di ni érica y ensamnb lada en ni icrotúbulos
imxdueidos por taxol, prodímeido por termolisina 1 ~ (p/p) se muestra en la figura 24. La
interpretación de los fragmentos producidos se muestra en la figura 25, y sus características
se mtxdica¡x cmx la tabla 16.
Cadena a:
A í>artir del mítapa peptidico generado cmx la proteolisis limitada de «—tubulina con
teríxtolísina se ha interpretado que esta proteasa actúa princip¿lmente en tres ptmntos.
Cerca (leí extremímo amaino existe un putato de corte que genera el fragmento THai, con
un a maiovi Ii dad electro fo rética igual a la (3—tubul ma sin digerir. La secuencia amino terminal
de es te fragmaaemíto sitúa esto corte entre las posiciones T41-142, coincidente con los resultados
de I>asclíal y col. (Pasclaní, Obar et al. 1989). Esto es coherente con el corte entre las
ixosiciones 1<40—141 producido por enciopeptidasa Lys—O. En la proteína ensamblada cmi
txíicrotúbulos de taxol auníenta la intensidad cíe la banda de THai, esto podría deberse a una
mayor semxsibilidcíd de este pumíto de corte si biemí la intensidad de la banda de «—tubulimía sirm
digerir mxo se reduce etx igual mimedida. Probablemente este aumento se deba también a una
rxxexor actividad (ligerametite menor) en los otros puntos de corte (ver abajo) de forma que
~eactm:aaulc 111(1.1,
La bamida TIIa2fllIcx3 reacciona cotí todos Los anticuerpos disponibles frente a a-
tubulina. Se lan imiterpretado que en esta banda hay dos péptidos, THa2 y THa.3.
lllcx2 está generado por un único corte en la región 280-300. THa4 está relacionado
con este I’runmnemxto, se fornía por el corte secttndario cíe THa2 cmi las posiciones T4 1—142. El
pumíto de corte, en la regiárx 280-300, que gaitera ambos péptidos es igual ya que sólo se
observa umx úmco íragnxemíto, 1’l laS, correspondiente a la región carboxilo terminal.
‘II 1a3 reacciona comí los atítictíerpos específicos de la región carboxilo terminal de la
a-tubmilitín. y del epitopo a(2 14-226). No es posible determinar si contiene también el epitopo
ci( 155-168) ya que migra junto con THa2 que si reacciona con el anticuerpo frente a este
epito1xo. Por el peso mimolecular aparente de este fragmento el punto de corte debe estar
s¡ t miado cmx tcírmux a la posiciómí 175.
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El la forma polinxerizada la sensibilidad de estos dos puntos de corte no cambia
sí g¡í i lic ati VR ¡itemite.
Cadena (3,
la ¡xrotecxl¡sis controlada de (3-tubulina por termitolisina genera un ¡napa peptidico
co¡xxplejo (al mxxeíxos 12 péptidos). Se ha interpretado que la digestión se produce en dos zonas
de la proteimía, exmstmemído varios puntos de corte en cada una de ellas,
1 J¡aa esta situada cmi la regióma contigua stmperior al epltopo (3(153—165), en ella parece
Ixaber tres ;xumitos de corte. Se han localizado a este lado del epitopo por la reactividad de los
¡xóptidos ií ¡líQ, TI 1(311 y 111(312, que son reconocidos por los anticuerpos frente a (3(1—13)
~ 11(153-1 65), los fragmitentos complementarios de estos cortes son TII(36, TH(34 y TH(31
¡es p CC ti yantcmx te,
[<tisegunda regiómí sensible esta comííprcndida entre los residuos 260 a 310, existen tres
putxtos de corte ema esta región que producen las siguientes parejas cte fragmentos: TFI(35 con
II 1117, 111(33 con Ti 1118 y TI l[12 comí TH(3 10.
La proteolisis liníitada cíe la cadena (3 no se modifica en la tubulina ensamblada era
ni i cmot <ab mil os i mmd ucidos por taxol.
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FIgura 24. Proteolisls lImitada con temxollslna 1.5% de tubulína en forma dimérica (calles
1, 3, 5, 7, 9, 11,13,15,17 y 19) y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16,16 y 20) en tampón 10 mM NaPI, 6 mM MgCI2, 1 mM
GTP, pH 6.7. <calles 1 y 2> tinción con azul de coonxassie. <calles 3 a 20)
innxunodetección con los anticuerpos: antí «-tubulina acetflada en Lys4O (calles 3 y 4),
ant¡ a<155-16
3) <calles 5 y 6), antí «<214-226) (calles 7 y 8),anti «(415-443) (calles 9 y
10), anti u-tubulina tirosinada <callos 11 y 12), anti ¡3(1-13) (calles 13 y 14), anti ¡3(153-
165) <callos 15 y 16), antí [3<241-256>(calles 17 y 18> y anti [3(412-431)(calles 19 y 20).
A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de pese molecular, en RO.
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Figura 25. Esquema do las fragmentos producidos en la protoalisis limItada con termolísina
de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en mícrotúbulos inducidos por taxol (B). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacíos cuando es débil.
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Tabla 16. Fragmentos de
Nombre
TH ~1
TH«2
1Ha3
THct4
1<HaB
TH[31
TH[32
THJ33
THjI4
TH(35
THjI6
THl 7
THfl8
TH ¡39
TH¡3 10
TH[1l1
TH(312
PMap
(kD)
57.0±2.0
38.4±1.3
38.4±1.3
34.7±1.2
19.7±0.7
41.1±1.4
40.2±1.4
37.5±1.3
37.5±1.3
36.4±1.3
364±1.3
23.3±0.8
21.9±0.8
20.6±0.7
19.5±0.7
18.8±0.6
15.6±0.5
proteolisis
PMcor
<kD)
~15.1±2.0
30.6±1.3
33.5±1.3
30.7±1.2
16.1±0,7
36.6±1.4
37.3±1.4
34.8±1.3
32.8±1,3
33.8±1.3
31.7±1.3
17.8±0.8
16.3±0.8
10.2±0.7
13.8±0.7
17.6±0.6
14.6±0.5
limitada de tubulina con
Secuencia
N-Termlnal
42100xDDx F
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Te rn,ol is ma
Posición
42 a 451
177±10a 451
1 a 302±10
42 a 317±10
307±10a 451
120±10a 445
1 a 336±10
1 a 315±10
156±10a 445
1 a 306±10
166±10a 445
290±5a 445
303±5a 445
1 a 176±6
325±5a 445
1 a 162±5
1 a 133±5
1.5% (p/p).
PM teórico
(O)
45578
n.d.
n.d.
n.d.
n.d. -
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
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1.8. PR(YI’EOI.~ISIS LIM~UAI)A CON PROTEASA VS.
El mapa protealltico de afl—tubulina, diniérica y ensamblada en microtúbulos
inducidos por mxci, producido por probeasa VS 2% (p/p) se muestra CII la figura 26. La
interprención do los fragmentos producidos se muestra en la figura 27, y sus características
sc indican cii la tabla ¡7.
Cadena a:
131 mapa peptidico do a-tubulina digerida con proteasa VS es producido por la
proteolisís en tres regiones.
Existe un punta de corto cerca del extremo carboxilo. Este corte no elimina la
reactividad frente al anticuerpo anti ~4 15-445) pero si frente al anticuerpo que reconoce a-
tubulina itrosínuda.
Se ha secuenciado cl extremo amino del péptido mayoritario VSai, localizándose el
punto cíe corte entre las posiciones 131 68-E 169. El fragmento VBa2 t¡ene un PM aparente
ligeramente inferior a VSal, y no reacciona con el anticuerpo anmi «-tubulina tirosinada.
¡ aicgn sc produce por una dable digestión cii los puntos descritos con anterioridad: entre
El 68-FI 0 y cerca del extremo carboxilo.
Los péptidos VSaó y VSa7 5011 complementarios del corte en ElES-FI 69. Esta
duplicidad no se explica can un única corte, luego hay un corte posterior bien cerca del
extremo amino o cerca de la posición ¡68. Si so tratara de un corte cerca del extremo amino
o bien sólo se produce sobro VSaG una vez, originada por el corte entre E168-F169; o bien
esta localizado tan próximo al extremo amino que no permite apreciar la duplicación de las
bandas de a-tubulina y VSa3. Cerca y anterior a la posición 168 el único residuo ácido es
9160 (ilgur¿i 28A). Un punto de corto entre las posiciones DIEO-V161 afectaría a la
integridad dcl epitopo a(l 53-165). La región restante del epítopo justificarla la reactividad
de VEa2 can el suero anti a(153-165).
Un tercer punto de corte se produce entre los residuos E290-1291, tal como se deduce
de la secuencin amino terminal del péptido VSa4. Do manera análoga a corno so produce
VSa2 a partir de VSal, el fragmento VSaS es producido por una doble proteolísis: en osa
posición y junto al extrema carboxila, que explica la falta de reactividad con el anticuerpo
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IA2~ De estos péptidos sólo se detecta un fragmento complementario, V8~3, correspondiente
la secuenel a a( ¡ —2Q0).
El ni apa peptidí co de la tubul ¡a a ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol es
similar nl de la forma dimérica. Se observa una reducción del corte localizado cerca del
extreilio curboxi lo, con un ligero aumento de la presencia dcl fragmento V8~4 a expensas
de una d¡sníí nución de y 8 t5.
Cadena J~:
La proteolisis controlada de [3-tubulinacon proteasa VS se produce principalmente
junto al extremo carboxilo. ¡lay tres bandas con movilidad electroforética ligeramente inferior
ti la do la (3—tubulina, por lo que al menos debe haber tres puntos de corte en esta región. Por
1 a reactí vi dad frente al mi hicuerpo anU f3(4 12—431) so han localizado: un primor l>unto de
corte en la regiÓn anterior al residuo 412 o inmediatamente posterior, origina el péptido V8f33
que no es reconocido por el anticuerpo anti [3(412—431>.El segundo corte no afecta
totalmente a la integridad del epltopo [3(412-431)ya que el fragmento V8132 reacciona
débilmente con el anticuerpo que lo reconoce. El tercer punto de corte debe localizarse en
la región 431 -‘145, ya que el fragmento VEIII parece contener integro el epítopo (3(412-43 1).
So observa un cuarto punto de corte en la cadena [3que genora cl fragmento VB[14,
no so observa cl fragmento complementario correspondiente. A partir del PM aparente
(37SkD) y corregido (34.Skl)) de este fragmento el punto de corte debe localizarse en torno
a la posición 3 15. Los residuos ácidos, GIu y Asp, que se encuentran cii esta región y
participan potencialmente en este corte son: D295, D304, 13325 y 13328 (figura 2813). No se
detocta la presencia de ningún fragmento complementario do V8f14.
La sensibilidad de estos puntos de corte es similar en la tubulina polimerizada en
microtúbul os de taxol
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Figura 26. Proteollsís límhada con V8 2% de tubulina en forma dimérica <calles 1, 3~ 5.
7, 9,11.13, 15 y 17) y ensamblada en mícrotúbulos Inducidos por taxol (calles 2, 4, 6,
8, 10,12.14,16 y IB) en tampón 10 mM NaPI, 6 mM MgOl2, 1 mM GTP, pH 6.7. <calles
1 y 2) lindón con azul cia coomassle. <calles 3 a 18) lnmunodetecclófl con los
anticuerpos: anti ~<155-168)<calles 3 y 4), anti a(214-226) (calles 5 y 6),anti a(415-443)(calles 7 y 8), anil tt-tubul¡na tirosinada <calles 9 y 10), antí ¡3<1-13> <calles ti y 12), anti
[3(153-165)(callos 13 y 14>, anhl ¡3(241-256) <calles <15 y 16) y anhl ¡3<412-431) (calles
17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de peso
molecular, en kD.
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Figura 27. Esquema cJe los fragmentos producidos en la proteolísís limitada con pmteasa VB
de tubulina dimérica <A) y tubulina ensamblada en mícrotúbLilOS Inducidos por taxol <B). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacíos cuando es débil,
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Figura 28. Secuencie de la región 150-1 80 de «-tubulina <A) y 290-340 de ¡3-tubulina <B) de
cerebro porcino. Se ha subrayado la región correspondiente al epitopo cz<155-168).
En negrilla se indican los residuos de Asp y Glu, potenciales puntos de proteolisis
limitada de la proleinasa VG.
Tabla 17. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Proteasa V8 2% (p/p).
Nombre PMap
(kD)
39 6±1.4
VOcx2 38±7±1.3
VOcz3 38.7±1.3
VOa4 20.4±0.7
VOeLS 19.5±0.7
VGuG 18.7±0.7
VSt7 177±0.6
VOfII 52.0±1.8
V6~2 50.0±1.7
V8f13 48.0±1.7
V8fl4 37.5±1.3
PM cor
<kD>
3 1.6±1.4
30. 9±1.3
33.7±1.3
16.6±0.7
15.9±0.7
18,4±0.7
17.7±0.6
48.1±1.8
46.3±1.7
44. 5±1.7
34 .8±1.3
SecuencIe
N-Termínal
‘
69FxIYPAPQ
n.d.
md.
2tIITXAAFEP
md.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
A
‘3
Posición
169
169
la
291
291
la
la
la
la
la
la
PM teórico
(o>
31676
n.d.
32082
18014
n.d.
18420
n.d.
n.d.
n.d.
md.
n.d.
a 481
a 444±7
290
a 451
a 432±5
168
162±5
430±10
4 14±10
399±10
315±10
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lA. PI&OTIX)LIS 18 1AM ITADA CON PAPAINA.
El mapa proteolhko de «Il-tubulina, dinidrica y ensamblada en microtúbulos
inducidas por taxol. producido por papaína 1% (p/p) se muestra en la figura 29. La
¡nterpromacióui do los fragn~etuos producidos se muestra en la figura 30, y sus caractorlsticas
se indican en la tabla IB.
Cadena a:
La papaína digiere la a-wbulina aparentemente en tres puntos do corto.
aEl punto de proteolisis mayoritario genem la pareja do pépúdos PM3 y PA«2,y se
localizo entro los posiciones £1784179. El fragmento PAa2 no es reconocido por el
amuicuorpo 1 ¡U. a,iti cx-tubulina tirosinada, indicado la presencia de un segundo punto do
digestión próximo al extremo carboxilo. La ausencia do duplicidad de bandas debido a este
corte índica que so localizo muy próximo al final de la cadena polipeptidica. y no se
resuelvan en la olectrofordais los fragn,entos intacto y digerido en esta posición. En la a-
tubulina ensamblada en microtúbulos do tozal el fragnionto TX-PAaI, equivalente a PAcO,
si os reconocido por el anticuerpo bU. luego oste punto do corto se protege durante la
polimerización.
El segunda pu~ito de corto produce el fragmento PA«I,pero no so observa ningún
póptido do bajo PM aparento que pueda ser complementario de este corle. A partir del PM
aparento el corte so produce en la región 300420.
Los das puntos de corte internos se mantienen accesibles en las microtúbulos
inducidos por wxol.
Cadena fi:
La papaína digiero la fl-tubulina en dos regiones.
1.a primero zona do corte so localizo en torno a la posición 170, socuencialmento
posterior al epltopo 13(153.165). Se detecta un único fragmento PA~3 que contiene la región
carboxilo do la gubulina. Por el contrario se detectan 3 fragmentos: PAf36, PA37 y PAfIS
potonciníniento complementarios de PA133. PA13S es el do menor PM aparente y el
mayoritaria tío los tras. Como estos tres fragmentos conservan el extremo amino de la ¡3-
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tubul irla iii tac tu va que son reconocidos por el anticuerpo ant ¡ [3(1—13),debe cxisir tres
puntos tic corre en esta región. La falta de multiplicidad de PA[33 indica que los puntos de
corte en posiciones más reunsadas se producen posteriormente a la primera digestión.
Ita segunda región sensible a papaína es la región 290-330. Sc observan dos puntos
de proteolisis que generan las siguientes parejas de fragmentos: PAflí con PAJ3S y PAj32 Con
PAfl’l.
Se observa¡i cambios significativos en el mapa peptidico de la [3-tubulinaen la forma
eiísambl ada en ní 1 crot <ibulos i nducí dos por taxol.
Se detecta un nuevo fragmento, TX—PAf3I, con PM aparente ligeramente inferior al
tic la [3—tubulinay que. reacciona con los cuatro anticuerpos frente a [3—tubulinaempIcados.
A partir del l)C5t~ molecular aparente corregido del fragmento el corte que lo produce se
localiza en la región 421-439 >0v contener el epítopo [3(412—431)se localiza con mayor
pro hab¡lid ad en re las 1.>osi ci on es ‘130—440.
Se observa un desdoblamiento do PA¡33, también presente, en dos nuevos fragmentos:
l’X—PAfl2 y TX—PAjIJ. Estos dos fragmentos sólo reaccionan con el anticuerpo ant¡ [3(412—
431). Por analogía con el origen de TX-PAfII, estos dos fragmentos se producen por sendos
cortes en la región carboxilo terminal, en posiciones más avanzadas al epitopo W4]2-43 1)
cuya integridad no compro meten.
Asimismo aparecen los fragmentos TX-PAfI4 de PM aparente ligeramente mayor que
PAfl4 y PAflS, y TX-PA[35 y TX-PAfl6 de PM aparente inferior. A causa del mayor PM
aparente de TX-PA(14 respecto a PAfI4 debe haber a un despiazamiento hacia una posición
secuencíalmente anterior al corto en 290-330 que lo origina PA[34. Este desplazamiento en
la posición del corte debe ser pequeño, ya que no hay variación apreciable en la movilidad
electroforética del fragmento complementario, PA(3l. TX-PAf35 y TX-PA[36 se generan por
uno o dos cortes próximos al extremo carboxilo de la [3-tubulina,de forma análoga a TX-
l>A[32 y TX-l>A113.
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Figura 29. Protoallsís lImitada con papaína l0/~ de tubulina en forma dimérica <calles 1,
3, 5. 7, 9.11,13115,17 y 19> y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol (calles
2, 4, 6, 8,10,12, 14, 16, 18 y 20) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCl2, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1 y 2) tinción con azul de coomassie. (calles 3 a 20) Inmunodetección
con los anticuerpos: ant¡ L-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), anti eL<155-168)
<calles 5 y 6), ardí «<214-226) <calles 7 y 8),anhl a<415-443) <calles 9 y 10), antí a-
lubulina tirosinada (calles 11 y 12), anhi [3<1-13)(calles 13 y 14), anti ¡3(153-165> <calles
15 y 16), ardí [3(241-256)(calles 17 y 18) y unU [3<412-431)<calles 19 y 20>. A la
izquierda del panel se indica la posición de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 30. Esquema do los fragmentos producidos en la proteolrsls lImItada con papaína de
tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtúbulos Inducidos por taxol (6). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y yacios cuando es débil.
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Tabla 18. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Papaína 1% <p/p>.
Nombre PMap
(k O)
PAcA 39.6±1.4
PA«2 37.7±1.3
PA«3 18.3±0.6
PAflí 37.7±1.3
PA~2 36.3±1.3
PAfl3 35.4±1.2
PAfl4 22.8±0.8
PA~5 21.7±0.8
PAfl6 19.8±0.7
PAp7 18.8±0.7
PAflO 17.3±0.6
TX-PArxl 37.7±1.3
TX-PAII1 52.0±1.8
TX-PAfI2 33.8±1.2
TX-PAp3 33.2±1.2
TX-PAJI4 23,4±0.8
TX-PA9S 20.2±0.7
TX-PAfl6 18.9±0.7
PMcor
<kD>
34.4±1.4
30.1±1.3
18.1±0.6
35.0±1.3
33.7±1.3
30.6±1.2
17.2±0.8
16.1±0.8
18.5±0.7
17.6±0.7
16.2±0.6
30.1±1.3
48.1±1.8
28.9±1.2
28.3±1.2
17.9±0.8
14.5±0.7
13.1±0.7
Secuencia
N-Terminal
n,d,
‘
70xAVVEPY
n.d.
nd.
n.d.
n.d.
n.d.
n,d.
n.d,
n.d.
n,d,
n.d.
n,d.
n,d,
n.d.
n.d.
n.d.
n,d.
Posición
1 a 312±10
179 a 445±5
1 a 179
1 a 317±10
1 a 305±10
176±9a 445
295±6a 445
305±5a 445
1 a 170±6
1 a 162±6
1 a 150±5
179 a 451
1 a 430±9
175±15a 430±9
175±15a 422±5
289±5a 445
289±5a 440±5
326±5a 440±5
PM teórico
(O)
n.d.
n.d.
19510
n.d,
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n. d.
30585
n.d,
n, d,
n.d.
n.d.
n.d.
n,d,
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1.10. PR()TEOLIS 15 LIMITAI)á CON SU BTILIS INA.
El mapa proteol [tico de 43—tubul i na, di mérica y ensamblada en ni i crot<¡ b tilos
inducidos por taxol, producido por subtilisina 0.7% (uu/p) se muestra en la figura 31. La
interpretación de los fragmentos producidos se muestra en la figura 32, y sus características
se ¡ ¡idi can en la tabla 19.
Cadena x:
La proteolisis de a—tubulina por subtilisina so produce en 3 regiones de la molécula.
El fragm oil to 5 13a 1 ti ene un PM aparente ligeramente iii ferio r al de ~—tubul in a.
Reacciona con el anticuerpo anti aQl 15-443), luego conserva este epítopo, pero no con el
anticuerpo 1 A2 especifico dic la forma tirosinada del extremo carboxilo dc la cadena a. El
corte que lo origina debe localizarse entre la región 415-443, cuya integridad no compromete,
y el extremo carboxilo.
La sub ti Ii si nsj cligi o re la región carboxilo termi ¡ial de la ~—tubulma en al menos un
punto mayoritario, cuya localizacián varia según las condiciones, Por un lado se ha descrito
que la posición del corte es sensible a concentraciones milimolares de cationes divalentes:
C’&’, Mn2’ y Mg2 (Lobert, Hennington et al. 1993). Se observan dos localizaciones distintas
de este punto mayoritario de proteolisis según se realice en tampón fosfato y baja
concen t mci ón de N4g~’ , o en tampón MES o en alta concentración de Mg24 (~6 mM), En este
último caso, similar al de este trabajo, el producto de la digestión es reconocido por los
anticuerpos anti-a(4 ¡5-443) y anti-a(430-443), proponiendo que la digestión se produce entre
los residuos E44 ¡-0442 o en sus proximidades (Aróvalo y Andreu resultados sin publicar),
Esta resultado es compatible con el observado el presente trabajo.
Rcdeker y col, han identificado el enlace 1)438-5439 como el punto de corte
mayoritario producido por subtilisina en a—tubulina de cerebro porcino, en tampón 100 mM
MES, 1 mM ¡RiTA, 0.5 mM Mg2’, 1 mM Cm> (Redeker, Melki et al. 1992). Esta posición
dcl corte también es compatible con los resultados de este trabajo, ya que la digestión sólo
eliminarla 7 residuos del epltopo 415-443, lo que supone que eJ 70% del mismo
permanecería en el fragmento Sl3al que justifica el ser reconocido por su anticuerpo
especifico.
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La digestión entre las posiciones AlSO-ViSI origina los fragmentos SBa8 y los
complementarios SBa2 y S13a4. El fragmento SBa4 se origina además por un segundo corte
en la legión carboxilo terminal de ~-tubulina,probablemente SBa4 corresponde al fragmento
181-438. Se observa un fragmento minoritario, SB~6, de PM aparente ligeramente superior
a Sihx8, hay dos posibles explicaciones para su origen. Que el punto de corte que lo origina
este secuenciníniente más avanzado que AIRO-VlSi. O bien que SBa6 se origine en el corte
Al 80-V 181 y consecuentemente exponga un segundo punto de corte secuencialmente anterior
que produzca y acumule el fragmento SB«8.
La región 290-300 también es sensible a esta proteasa. Se detecta un único fragmento
correspondiente al extremo amino de ~-tubulina,SBa3. Por el contrario hay 3 fragmentos
con el extremo carboxilo de a-tubulina, SEaS, SEa7 y SBa9. Por la reactividad con el
atíticuerpo 1 A2 se ha interpretado que Sl3aS y SBa7 se producen en el mismo corte interno,
y 511a7 también ha sido digerido cerca del extremo carboxilo, 513a9 se produce en un punto
de corte secuen ci al mente más avanzado.
LI ¡ixapa peptidí CO producidlo por sulni lisina es si mi lar en la pro teol isis limitada de
la tubulina polimerizada en niicrotúbulos inducidos por taxol, lEs apreciable un aumento en
la intensidad de las bandas reconocidas por el anticuerpo 1A2, anti tubulina tirosinada. Hay
una protección del punto de corte localizado en la región carboxilo terminal de a—tubulina,
Cadena (3:
La proteolisis limitada de la [3-tubulinase produce en tres regiones.
En la región 165-180 existen tres puntos de corto que generan los siguientes pares de
fragníe¡ítos: 8flfl12 co¡i 813(35, 813(311 con 813(37 y 811(39 con 811(38.
luí la región 280-300 existen dos puntos de corte. Uno origina los fragmentos S~3l34
y su complementario 811(310. Otro produce el fragmento 811(36, no se detecta el fragmento
complementario. 813¡ll0 está prácticamente ausente en la muestra de la digestión de tubulina
ensamblada, indicando la protección del punto de corte que lo genera.
F.n las proximidades del extremo carboxilo existen al menos tres puntos sensibles a
subtilisina. El punto mayoritario de digestión en esta zona genera el fragmento 813(31. En las
condiciones ensayadas la proteolísis en este punto es total, y no se detecta presencia de (3-
109
ResuNados
tubul¡na intacta, Por lo tanto los fragmentos SB[35, SBf37, SB(3S y SBIIIO, no conservan
integro el extremo carboxilo de 13-tubulina. Do acuerdo con la reactividad inmunológica de
SBJI ¡,la digestión se produce más adelante de la posición 431, A partir de la determinación
del número tirosinas perdidas en el corte por el fragmento de mayor peso molecular, se ha
propuesto que este se localiza entre los residuos E421-Y422 o en sus proximidades. La zona
[3(412-421)restante justifica la reactividad con el andonerpo anti-[3(412-431) (Arévalo y
An ti eu • vestí lindos sin publicar).
Redeker y col, han identificado en el enlace Q433-0434 el punto mayoritario de
díi~estion de fí—tubulina de cerebro porcino por subtilisina. Esta localización también es
compatible con la propuesta para el punto de corte mayoritario observado en este trabajo, ya
títie no dimitía el epitopo (3(412—431) del fragmento SEflI. En las condiciones empleadas íor
estos autores, 300 0 y 1% (p/p) subtilisinaltubulina, la digestión en esta posición es conipleta
en los 5 primeros níinutos de la reacción (Redoker, Melki et al. 1992).
Con los anticuerpos anti ¡1(1-13) y anti [3(153-165)se detectan dos bandas
ní¡noiítarías: S 1132 y 8Bf13, cíe PM aparente ligeramente inferior a S11f31. Corresíonden a
los fragmentos originados por dos cortes en la región carboxilo secuenejaimente más
retrasadas que el que genera S13fl1. Redeker y col. (Rcdeker, Melki et al. 1992) han
identificado un punto de digestión minoritario entre las posiciones H396—W397. La
multiplicidad en los fragmentos carboxilo•terminal, SB[35, 511(37, 511(38 y 513(310, no se
díelecta por carecer dc los epitopos [3(1—13)o [3(153-165).
A parte de la protección del punto de corte en la región 280-300, el patrón de
proteolisis limitada de (3-tubulina digerida con subtilisina es similar para la proteína dimérica
s’ po Ii mcii ¡¿ida en ni i crotu bulos inducidos por taxol,
110
1
Y Y Y Y
66.2—
45,0—
31,0—
21 5—
14,4—
5 10 15 20
~ Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
a
a.
Figura 31. Proteollsís limItada con subtlllslna 0.7% de tubulina en forma dimérica <calles
1, 3, 5, 7, 9,11,13,15,17 y 19) y ensamblada en mícrotúbulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16,18 y 20) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCl2, 1 mM
GTP, pH 6.7. (calles 1 y 2) tincíón con azul de coomassle, (calles 3 a 20)
inmunodetección con los anticuerpos: antí cz-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4),
anti ct<155-168) <calles 5 y 6), antí a<214-226) <calles 7 y 8),anti ct(415-443) <calles 9 y
10), antí a-tubullna tírosínada <calles 11 y 12), antí (3<1-13> <calles 13 y 14), antí (3(153-
165) <calles 15 y 16), antí (3(241-256) (calles 17 y 16) y antí (3(412-431) <calles 19 y 20).
A la izquierda del panel se indica la posición de los jatrones de peso molecular, en kD.
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Figura 32. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolisís limItada con subtlllslna de
tubulina dímérica <A) y tubulina ensamblada en microtúbulos Inducidos por taxol <6>. Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y yacios cuando es débil.
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Tabla 19. Fragmentos
Nombre PMap
<k O)
SEct1 57.0±2.0
SB«2 38.6±1.4
86a3 36.6±1.3
SBcz4 36.8±1.3
SBuS 19.9±0.7
8Eu6 19.2±0.7
SE«7 18.6±0.6
SBa8 18.2±0,6
SEuO 17.7±0.6
86(31 51.4±1.8
88(32 48.2±1.7
88(33 45.1±1.6
8E14 39.1±1.4
66(35 39.1±1.4
SEjIO 35.8±1.3
86(37 32.4±1.1
66(38 30.7±1.1
88119 19.4±0.7
86(310 17.4±0,6
86(311 16.8±0.6
SE(312 14.4±0.5
Suponiendo que SEcA
Suponiendo que SBa4
de proteolisis
PMcor
<lcD)
47.7±2.0
30.8±1.4
32.3±1.3
29.4±1.3
16.2±0.7
18.8±0.7
15.2±0.6
18.1±0.6
145±0.6
47.6±1.8
44.6±1.7
41.8±1.6
36.3±1.4
34.5±1.4
33.2±1.3
27.4±1.1
25.6±1.1
18.1±0.7
11.5±0.6
15.7±0.6
13.5±0.5
limitada de tubulina con Subtilisina 0.7% <p/p).
Secuencia
N-Temiinal
n.d.
n.d.
‘MREXIXxH
181XxEPYNSI
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n,d,
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
ct(181-438).
Posición
1 a 430±10
181 a451
1 a 292±8
181 a 441±9
306±6a 451
1 a 172±5
297±18a 435±15
1 a 165±5
320±6a 451
1 a 426±10
1 a 400±10
1 a 376±10
1 a 328±8
124±10a c.a,430
1 a 301±9
189±10a c.a.430
205±10a c,a.430
1 a 166±5
331±5a c.a.430
1 a 144±6
1 a 123±5
PM teórico
<O)
48653~
30413
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
484520
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
nd,
n,d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
corresponde a
corresponde aSuponiondo que 66111 correspondo a (3<1-433).
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uit. I~ROTEOL¡Sls LIMITA¡)A CON PROTEINASA 1<.
El mapa proteolitico de ~[3—tubulina,dimérica y ensamblada en microtúbulos
indiucidos por taxol, producido por proteinasa K 0,1% (gp) se muestra en la figura 33. La
interpretación de los fragmentos producidos se muestra en la figura 34, y sus características
se indican en la tabla 20.
Cadena a:
IAl prote i nasa FC digiere la a—tubul hin en tres puntos.
En la región 170-190 la digestión origina el fragmento Ka6 con dos fragmentos
complementarios: Ka2 y Ka3. Estos dos últimos no son reconocidos por el anticuerpo amítí
o42 14-226). Puede ser que este epitopo se destruya con la digestión, se bien a partir de sus
PM aparentes el corte se localiza en una posición anterior.
Un segundo punto cíe corte interno se produce en la región 280—290. En él se origina
el frag mii en tu Ka 1 y tíos péptidos complementarios Ka4 y KaS.
La reactividad con cl anticuerpo 1A2, anti a—tubulina tirosinada, pone de manifiesto
la naturaleza <le las parejas Ka2/Kct3 y KM/KaS. En ambos casos los segundos no son
reconocidos por 1 AL Ka3 y KaS han perdido el extremo carboxilo a causa de un corte que
mío cciii pro mete la iii egridad diel api topo a(4 15—443).
Cadena [3:
1.a protei nasa k digiere la (3-tubulina en tres regiones.
Se detecta un fragmento de PM aparente 52 kD, KJ31 ,ligeramente inferior al de la
[3— ubu liii a si mí digerir. Es reconocido por todos los anticuerpos frente a f3—tubul i na empleados.
11 corte que lo origina se localiza entre el epitopo [3(412—43]),cuya integridad mio
compromete, y el extremo carboxilo de la proteína. La proteinasa K digiere preferentemente
enlaces peptídicos en los que el grupo carboxilo es aportado por un aminoácido hidrofóbico
o aromático. El estudio dc la secuencia de [3-tubulinaen la región del corte pone de
manifiesto la presencia de un (mico residuo, Phe436, que satisface la especificidad de la
enzima (figura 35). En base a esta selectividad se ha localizado el punto de corte entre F436-
E437. liste corte explica la duplicidad de otras bandas (ver abajo).
114
Resultados
Los fragmentos K93 y Kfl5 dc PM aparente 36.9 y 33.7 kD respectivamente, solo
reaccionan con el anticuerpo frente a (3(412-431). De forma análoga a K~31, K[35 ha sufrido
un corte cerca del extremo carboxilo, entre F436-E437. Luego K(33 y Kf35 se originan por
el mismo corte localizado en la región 160-170.
Una tercera zona de (3-tubulina sensible a proteinasa K es 290-315. Kf32 y Kf34 son
dos fragmentos que conservan el extremo amino de [3-tubulina,luego debe existir dos puntos
de corte en la región propuesta. Como fragmentos complementarios de estos cortes se
detectan dos: KW y ¡<[37. La presencia de dos bandas complementarias es compatible con
la existencia de dos puntos de corte en 290-3 15. El corte cerca del extremo carboxilo deberla
producir una d unl i ci dad de las bandías ¡<(36 y Kf37 que no se detecta.
No se observan diferencias apreciables en el patrón de proteolisis limitada de a- o (3—
tubu luía cuando están ensambladas en micro túbulos inducidos por taxol
410 420 430 440 445
a a ¡:AI:s NMWDLVSFYQQYQEATADEQGDFEESGEEDEA
Figura 35. SecuencIe de la región 410-445 de fl-tubullna de cerebro porcino, Se ha
subrayado la reglón con-espondíente al epitopo (3<412-431). En negrilla se Indican el
residuo de Phe4S6, potencial punto de digestión de la proteinasa FC.
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Figura 33. Proteollals lImitada con protelnasa K 0.1% de tubulina en forma dimérica
<calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15,17 y 19) y ensamblada en microtúbulos inducidos por
taxol (calles 2, ¿1, 6, 8,10,12,14,16,18 y 20) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCI2,
1 mM GTP, píA 6.7, <calles 1 y 2) tinclón con azul de coomassie. <calles 3 a 20)
inmunodetección con los anticuerpos: anti c¿-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4),
antí («155-168) <calles 5 y 6), antí (4214-226) (calles 7 y 8),anti cz<415-443) <calles 9 y
10), anti «-tubulina tirosinada <calles 11 y 12); ardí ¡3<1-13) <calles 13 y 14), anti ¡3<153-
168) (calles 15 y 16), anti (3(241-256) <calles 17 y 18) y anti ¡3<412-431) <calles 19 y 20).
A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de peso molecular, en lcD.
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Figura 34, Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolfais lImitada con proteinasa
K de tubulina dimérica <A) y tubulina ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol <6). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y yacios cuando es débil.
A
Ka 1
Kct2
Ku3
Ka4
Ka5
KaG
KIII
Kfl2
Kjl3
Kft4
KIIS
KI~6
KJt7
Resultados
Fragmentos
PMap
(lcD)
37.8±1.3
37.8±1.3
38.0±1.3
20.1*0.7
19.1±0.7
17.7±0,6
52.0±1.8
39.1±1.4
36.9±1,3
36.0±1.3
33,7±1.2
18.7±0.6
16.9±0.6
de proteolisis
PMcor
<lcD)
33.0±1,3
30.2±1.3
26.8±1.3
16.4±0.7
15.6±0.7
17.7±0.6
48.1±1.8
36.3±1.4
32.2±1.3
33.4±1.3
28.8±1.2
12.9±0.6
11.0±0.6
limitada de tubulina con Proteinasa
Secuencia Posición
N-Terminal
n.d.
n,d,
n.d, 445
n.d,
n,d. 445
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
‘MREI
n.d,
n,d.
n.d.
1 a 299±9
180±9a 451
168±9a c,a.
304±5a 451
304±5a ca.
1 a 162*5
1 a 436
1 a 328±8
161±7a 445
1 a 302±8
177*15 a 436
318±15a 436
334±15a 436
PM teórico
<o>
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
48779
n.d.
n.d.
n,d.
n,d.
n.d.
n.d.
Tabla 20.
Nombre
Ka 1
Ka2
Kct3
Ka4
KaS
Kcx6
Kfl 1
K(32
Kj33
K(34
KII5
Kf36
Kf17
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1.12. PROTEOLISIS LIMITADA CON ENDOPROTEINASA ASP-N.
El mapa proteolitico de a[3-tubulina, dimérica y ensamblada en microtúbulos
inducidos por taxol, producido por endoproteinasa Asp-N 0.06% (p/p) se muestra en la figura
37. La interpretación de los fragmentos producidos se muestra en la figura 38, y sus
características so indican en la tabla 21.
Esta proteasa no digiere la a-tubulina en las condiciones empleadas. En la cadena de
fl-tubulina se genera un único fragmento de PM aparente ligeramente menor al de la cadena
intacta. Este fragmento es reconocido por todos los anticuerpos disponibles frente a [3-
tubulina, por lo tanto tiene el extremo amino intacto y el corte debe producirse en posiciones
más avanzadas del epitopo [3(412-431).Por la especificidad de la enzima, en cl lado amino
de restos de Asp, los posibles puntos de corte son: Q426-D427 y A430-D43 1. Estos dos
puntos de corte se encuentran en el extremo final de la región reconocida por anti (3(412—
43!), Por comprometer en menor medida Ja integridad de este epitopo se ha propuesto que
el corto se produce entre A430-D43 1 (figura 36). Se ha descrito que la endoproteinasa Asp-N
digiere la (3-tubulina (le axonema de Parnmecig¡n¡ en el residuo Asp42G (Redeker, Levilliers
et al. 1094). Este localización del ataque proteolitico no contradice el resultado observado
en el presente trabajo ya que a diferencia del isotipo mayoritario de [3-tubulinade cerebro
porcino, la [3—tubulinade ¡knwneciun; no posee otros residuos de Asp en esta región,
potenciales puntos de corte, Por otro lado las condiciones de proteoJísis empleadas por
Redeker y col, son más enérgicas, 6 horas a 360 C, y justifican la posibilidad de digerir un
punto de corte con menor sensibilidad si éste es el único posible.
Este punto de corte es igualmente sensible en la tubulina ensamblada en microtúbulos
n dluci dos por taxol,
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Figura 37. Proteolísls lImItada con endoproteinasa Asp-N 0.08% de tubulina en forma
dimérica <calles 1, 3, 5, 7, 9,11, 13 y 15) y ensamblada en niicrotúbulos inducidos por
taxol (calles 2, 4, 6, 8,10,12,14 y 16) en tampón 10 mM NaPi, 6 mM MgCl2, 1 mM
GTP, pH 6.7. (calles 1 y 2) Unción con azul de coomassie. <calles 3 a 16)
inmunodetección con los anticuerpos: anti c4155-168) <calles 3 y 4), anti rz<214-226)
<calles 5 y 6),anti (4415-443) <calles 7 y 8), ant! (3<1-13> <calles 9 y 10), anti 13<153-1 65)
<calles 11 y 12), anti ¡3(241-256) <calles 13 y 14) y anti (3(412-431) <calles 15 y 16). A
la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 38. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolisís lImitada con
endoprotolnasa Asp-N de tubulina dimérica <A) y tubulina ensamblada en microtúbulos
inducidos por taxol (E). Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epftopos de los
anticuerpos que reconocen a los fragmentos.
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400 410 420 430 440
aa GEGMDEMEFTEAESNMNDLvsSYQQyQDATAnEQGSFEEEGZEUEA
Figura 36. Secuencia de la región 400-445 de ¡3-tubulina de cerebro porcino. Se ha
subrayado la región correspondiente el epltopo [3<412-431).En negrilla se indican los
residuos de Mp, potenciales puntos de proteolisis limitada de endoproteinasa Asp- N
Tabla 21. Fragmentos
(plp).
de proteolisís limitada de tubulina con Endoproteinasa Asp-N 0.06%
Nombre PMap
<lcD)
PMcor
<kD)
Secuencie
N-Terminal
Posición PM teórico
(O)
ONfiI 51.0±1.8 47.2±1.8 n.d. 1 a ca. 430 48246*
* Suponiendo que ONfII corresponde a la región ¡3<1-430).
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1,13. PROTEOLISIS LIMiTADA CON BROMELAINA,
El mapa proteolítico de afl-tubulina, dimérica y ensamblada en niicrotúbulos
inducidos por taxol, producido por bromelalna 5% (p/p) se muestra en la figura 39. La
interpretación de los fragmentos producidos se muestra en la figura 40, y sus características
se indican en la tabla 22.
Cadena cx:
La bromelaina digiero la a-tubulina en tres regiones prefenciales.
Cerca del epítopo a(lS5-168) se detectan dos puntos de corte que producen las
parejas de fragmentos: BRa9 con BRa4 y BRaS con BRaS. A partir de los pesos
moleculares aparentes corregidos de los fragmentos estos puntos de corte se localizan en las
regiones 140-170 y 152-188, respectivamente. Por la reactividad de estos fragmentos con el
anticuerpo anti a(l5S-l68), estos dos puntos de corte se localizan secuencialniente avanzados
respecto a éste epitopo.
En la región 290-330 se observan tres puntos de corte que originan los fragmentos
J3Ra2, BRa3 y J3Raó, no detectándose los fragmentos complementarios. Se descarta que
BRa3 y BRetó se produzcan a partir de BRct2 por digestión en la región amino terminal, ya
que no se (letectan los fragmentos de alto PM aparente producto de un único corte en esta
¡egión.
La tercera zona de la a-tubulina sensible a la digestión controlada con bromelaina se
localiza en el extremo carboxilo. El anticuerpo lAZ, que reconoce el extremo de la a-
tubulina tirosinado, no reacciona con ninguna banda de estas muestras (datos no mostrados).
El anticuerpo frente a a(415-443) reacciona débilmente con los fragmentos BRa4 y BRaS.
Este corte, que parece ser único, no compromete totalmente la integridad de éste epí topo,
poro reduce notablemente la afinidad del anticuerpo.
No hay cambios apreciables en el patrón de proteolisis limitada de la cx-tubulina en
la forma polimerizada en microtúbulos inducidos por taxol.
Cadena (3:
La bromelaina digiero la [3-tubulinaprincipalmente en tres regiones,
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A partir de la secuencia amino terminal del fragmento BRf32, se ha localizado el
primer punto de corte entre las posiciones 093—Q94. El otro fragmento producido en este
corte es 13R13R, es reconocido por el anticuerpo [3(1-13)y corresponde con el fragmento [3(1—
93).
Un segundo punto de corte se localiza entre las posiciones 0277-S278. En él se
origina el fragmento 13R(33 que conserva el extremo amino de [3-tubulinay corresponde a
(3(l-277). 13Rf34 se produce por una doble digestión en 093-Q94 y 0277-5276, y se
corresponde con [3(94-277).Los fragmentos complementarios de BRfJ3 y BR[34 son: BR[35,
13Rfl6 ~ 13Rfl7. Los tres se originan por el mismo corte ya que no hay multiplicidad del
fragmento 131434, y difieren en su extremo carboxilo (ver abajo).
Etí el extremo carboxilo existen al menos dos puntos de corte. A ellos se debe la
preselicia (le 13Rfl6 y l3Rf37, que se producen a partir de BRfl5, Estos puntos de corte
también originan el fragmento IlRf3l de PM aparente ligeramente inferior a la [3-tubulina
intacta. I,a presencia de un único fragmento, ERfil, frente al doblete BR[36 y 13R[37, se
explica w~” la ini ta (le resolución de la 5 1)5—PAGIS.
fin la proteolisis limitada con bromelaina de la f3-tubulina ensamblada en microtúbulos
inducidos por taxol destaca la ausencia de BR[35 y BR(36, así como el aumento en la
intensidad de la banda correspondiente a DR[37. Según el origen propuesto para estas batidas,
la digestión en el extremo carboxilo en la forma ensamblada es más intensa en el corte más
interno, dc los dos propuestos, que en el dímero. Esto provoca la acumulación del fragmento
de ¡nono: tamaflo, 13R137, produci cío en este corte.
liste efecto so aprecia con menor claridad en las bandas BRfl1 y BRfI2. Se observa
una mayor definición de las bandas en la forma ensamblada, Esto es compatible con la
presencia de tres especies, íío distinguibles en 51)5-PAGIS, en cada banda DM31 y BR[32,
correspondientes al ext¡e¡iío carboxilo intacto y digerido en dos puntos. En la forma
ensamblada la digestión controlada con bromolaina acuinula una única especie de forma
análoga a conio ocurre con 131415, 13R[36 y 13R[37, que explica el aspecto de las bandas en
la SDS~pAG1:!.
La digestión en los puntos internos de corte se produce con similar intensidad en Ja
(3-tubulina ensamblada en niicrotúbulos inducidos por taxol.
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Figura 39. Proteollsís limItada con bromelalna 5% de tubulina en forma dimérica <calles
1, 3, 5, 7, 9,11,13, lB y 17) y ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol <calles
2, 4, 6, 8,10,12,14,16 y 18) en tampón 10 mM NaPI, 6 mM MgCl2, 1 mM GTP, pH
6.7. <calles 1 y 2) tinclón con azul de coomassie. <calles 3 a 18) inmunodetección con
los anticuerpos: anti cx-tubullna acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), anti «(155-166) (calles
5 y 6), anti (4214-226) <calles 7 y 8),anti (4415-443> <calles 9 y 10), anti ¡3<1-13) (calles
11 y 12), anti (3<153-165) (calles 13 y 14), antí ¡3(241-256) (calles 15 y 16) y anti (3<412-
431) (calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posición de los patrones de
peso molecular, en kD.
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Figura 40. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolísís lImItada con bromelaina
de tubulina dimérica <A) y tubulina ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol (B). Los
rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a
los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vacíos cuando es débil.
ERtí
ERa2
BRt3
BRu4
ERL5
ERutO
ERu7
ERaS
ERutO
ERflI
BR 12
ERjI3
BRII4
BRfl5
ERJ3G
ERIIS
450
Resultados
Fragmentos
PM ap
<lcD)
58.3±2.0
41,9±1.5
39.6±1.4
39.6±1.4
37.7±1.3
36.0±1.3
29.4±1.0
19.3±0.7
16.0±0.6
54.0±1.9
51.0±1.8
39.0±1.4
25.4±0.9
22.0±0.8
21.0±0.7
20.0±0.7
11.0±0.4
de proteolisis
PMcor
<lcD)
48,7±2.0
36.2±1.5
34.4±1.4
31.6±1.4
30.1±1.3
31.6±1.3
26.6±1.0
18.9±0.7
16.4±0.6
50.0±1.9
47.1±1.8
36.1±1.4
23.7±0.9
16.4±0,8
15.3±0.7
14.3±0.7
10.4±0.4
limitada de tubulina
Secuencia
N-Terminal
n.d.
n,d.
n.d,
n.d,
n. d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
94QxGAGNNxA
n.d,
n,d.
n.d.
n.d,
“0SQQYRA
n.d.
con Eromelaina 5%
Posición
1 e 439±10
la 327±10
la 311±10
155±19a 439±10
170±18a 439±10
1 a 286*8
1 a 172*5
1 a 151±5
1 a ca. 440
94 a c.a, 445
1 a 277
94 a 277
278 a 445
278 a 410±5
278 a 401±5
1 a 93
<p/p).
PM teórico
<O)
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.,.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
39529
30454
20128
19419
n.d.
n. d.
10344
Tabla 22.
No nib re
E Ru 1
E Ru 2
BRu3
E Ra 4
E RaS
BRutO
BRuJ
8Ru 8
BRutO
ERpí
ERp2
BRfl3
BR(34
BR(35
ER[16
ERfl7
ERjIS
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2. PROT FOLISIS 1AM ITAflA COMPARADA DE TUBULINA
1)INIERICA Y hOJAS I)E TtJBUL¡NÁ INI)UCIDAS POR Zn2t
2.1, (7ARAUI’ERIZACÍoN I)E LAS hOJAS DE TUBULINA INDUCIDAS POR Zn2t
Para ob t caer pol lineros laminares de tubulhin inducidos por Zn2~ ha sido necesario
aco rpo un 0. 1 mM MgCI, en el tampón ya que sin él la tubulma una vez equilibrada retiene
un a conccii trae ión total res í dual de magnesio c. a. 0.03 mM a la cual la proteína no es estable,
ni ¡entras que con la ¡ ncl tísión de 0. 1 mM MgCl. se obtiene una concentración total residual
de ca. 0.144 mM que garantiza la estabilidad y (‘uncionalidad de la tubulina durante el
ensayo (datos no p resetitados y ci ¡ti vas comuzí icación personal).
El ensamblaje <le las hojas de tubulina-Zn2 en ausencia de glicerol (figura 41 A), a
la concentración de proteina empJeada, alcanza un máximo dc turbidez antes de 30 mm.
Estos polimeros son estables a 250 (2 pero despolimerizan a 40 C (figura 42). La
concentración critica del ensamblaje de estos polímeros es de 0.66tO. 15 mg/mí, esto supone
que a las concentraciones de tubulina empleadas, ea. 2.0 ¡ng/mí, aproximadamente el 340/o
de la pioteina está en la fornía no ensamblada. Esto introduce una ambignedad en la
interpretación de los efectos de! estado de agregación sobre la proteolísis limitada,
Con el fin de reducir la fracción de tubulina no polimerizada se estudió el efecto del
glicerol en la formación de las hojas de tubuiina-Zn» (figura 4 IB). Se empleó el tampón 100
mM MES, 3.4 M glicerol, 0,1 mM MgCI
2, 1 mM OlP, 0.3 mM ZnCI2, pI’I 6.5 (NaOH). A
las coíícentracioncs de tubulina empleadas, la polimerización a 370 C alcanza un máximo,
segú¡i medidas <le turbidez, en los primeros 30 minutos. Estos pohímeros son estables a 250
Ci’ y la depolímerización en frío está muy redlucida (figura 43). La concentración crítica en
estas condiciones fue 0,17±0.03 mg/ml. ISsto implica que la fracción de tubulina no
polimerizada es menor del 10% y a efectos prácticos se puede considerar que los resultados
de proteohisis limitada se deben a la polimerización.
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AFigura 41. Mícrografias electrónIcas de hojas de tubulína Inducidas por Zn2~ en los
tampones: (panel A) 100 mM MES, 0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnCl2, 1 mM GTP, pH 6.5
y <panel 6)100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgOl2, 0.3 mM ZnCl2, 1 mM GTP, pH
6.5. La barra corresponde a 200 nm.
1-
-‘a - y
e,’
‘-4’ -w4’
1.50
E
e
o
LI) 1,00Co
0.50
0.00
60
Tiempo (mm)
Figura 42. Curso de tiempo turbídímótrico del ensamblaje In v¡t.o de tubullna 2.0 mglml
en tampón 100 mM MES, 0.1 mM M9012, 1 mM GTP, pH 6.5. La reacción se Inició
a con 2’ echa
calentando la muestra de 40 0 370 0 <a) ensamblaje 0.3 mM ZnCl la fi
indica el enfriamiento de la muestra a 250 0 o a 40 0 (curva b). (c) muestra sin ZnCl,,
Inserto: cuantincación de la polimerización de tubulina la vitro inducido por Zn2 a 370
0. (•) concentración de tubulina polimerizada. <O) concentracIón de lubulina dimérica.
<linea de trazo continuo) recta de regresion lineal de la concentración de tubulína
polimerizada frente a concentración total de tubulina, (línea de trazo discontinuo> valor
medio de la concentración de tubulina no polimerizada.
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Figura 43. Curso de tiempo turbídímétrico del ensamblaje In vitro de tubulina 2.0 mgfml
en tampón 100 mM MES, 3.4 M glícerol, 0.1 mM MgCI2, 1 mM GTP, pH 6.6. La reacción
se inició calentando la muestra de 40 C a 370 0. (a) ensamblaje con 0.3 mM ZnCJ,, la
flecha indica el enfriamiento de la muestra a 250 0 o a 40 0 <curva b). <c) muestra sin
ZnCI2. Inserto: cuantincaclón de la polimerIzación de tubulína in v¡tw inducido por Zn
2
y glicerol ~ 37~ 0. <e) concentración de tubulina polimerizada, (O) concentración de
tubulina dimérica. <lineE de trazo continuo) recta de regresion lineal de la concentración
de tubulina polimerizada frente a concentración total de tubulina. <linea de trazo
discontinuo) valor medio de la concentración de tubulina no polimerizada.
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2.2. (‘AMIII<) CONI.’ORMACIoNAL ASOCIADO A LA UNION DE Zn’~.
los resuhados de proteolisis limitada de tubulina polimerizada en hojas de Zn”—
glicerol deben compararse con los de tubulina dimérica en presencia de Zn2t, para evaluar
el efecto del estado de agregación sobre la sensibilidad a las proteasas y no la influencia del
cnt i ón sobre su actividad,
Como condición en la que la tubulina—Zn” no polimeriza se empleó el tampón: 10
mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI,, 1 mM OlP, 0.3 mM ZnCI
2, pH 6.5,
1)1 espectro dc dicroísmo circular, en la región del ultravioleta lejano, de la tubulina
fueron similares cii este tampón (para las medidas se empleó 0.1 mM GTP)
n (lepen di en (ciii cii te de la presencia <leí Zn2 . Se obtuvo un espectro igual, dentro del error
expei’i mcii tal, c ¡¡ando la tubul ¡tía se equilibré en tampón 100 mM MES, t4 M gí i cero 1, 0. 1
mM MgCI,, 0.1 mM CH’!>, pH 6.5 en ausencia de Zn2’. Se observó un cambio significativo
en la región 200-210 ¡ini del espectro de la tubulina en este tampón en presencia de 0.3 mM
ZaCI. (figura 44). Con el fin de !revenir la polimerización en éste últi m~ caso> todas las
medidas se realizaron a 50 C.
El cambio en el espectro de dicroísmo no se debe exclusivamente a la naturaleza y
concentración <leí tampóii: MES 100 mM, El espectro de dicroísmo circular en este tampón,
en ausencia de glicerol, es igual dentro del error experimental al observado en tampón fosfato
neutro <figura ¿15). Este resultado es coincidente con el observado por Lee y Timasheff, que
no observaron di rere¡ícia cífire el espectro de la tubulina en tampón 10 mM MES y 10 mM
fosfato, considerado esto últinio como estado de referencia (Lee y Timaslieff 1977). DI
glicerol adicionado al tampón 100 mM MISS tampoco induce el cambio conformacional en
la tubtilina en ausencia <le Zíi>. Esto concuerda con lo descrito en tampón fosfato neutro (Lee
y l’i ¡iíaslief’l’ 1977)
Se observó una dependencia del cambio conformacional de tubulina detectado por
dicroísmo circular con la concentración de MES del tampón, en presencia de una
concentración dc Zn2’ constante (figura 46). El efecto sobre Ja señal de dicroísmo no se
detecta a concentraciones de MES iguales o inferiores a 50 mM. Hasta la concentración de
1 SC> mM MES estudiada no se observó una estabilización del efecto.
Se estudió la dependencia con la concentración de Zn2~ del cambio en la seflal de
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Figura 44. Espectros de dicroísmo cIrcular de tubulína en tampón lo mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl2, 0.1 mM GTP en ausencia (a) y en presencia dc 0.3 mM ZnCI2
(a), y en tampón 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI2, 0.1 mM GTP en ausencia
0.3 mM ZnCl2 <a), y en tampón 100 mM MES, 3.4 M gllcerol, 0.1 mM MgCi2, 0.1 mM
GTP en presencia de 0.3 mM ZnCl2 <b). Las medidas se realizaron a 50 0.
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Figura 45. Espectms de dIcroísmo circular de tubulina en tampón: 10 mM NaPí, 0.1 mM
MgCl2, 0.1 mM GTP, pH 7.0; y en tampón: 100 mM MES, 0,1 mM MgCl2, 0,1 mM GTP,
pH 6.5 (trazo continuo). Y en tampón 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI2, 0.1
mM GTP, pH 6.5 <trazo de puntos). Las medidas se realIzaron a 250 C. Los espectros
son coincidentes dentro del error experimental.
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Figura 46. Espectros de dIcroísmo circular de tubulina en tampón 10 mM MES, 3,4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl2, 0,1 mM GTP <trazo continuo), y en tampones similares en los
que la concentración de MES fue: 40 mM <trazo discontinuo largo), 55 mM (trazo
discontinuo medIano), 70 mM (trazo discontinuo corto), 100 mM (trazo punteado) y 150
mM (trazo alterno). Las medidas se realizaron a 50 0, Inserto: valores de elipticidad
molar por residuo medio de tubulina a 203 nm <0), 210 nm <A) y 222 nm <El) en función
de la concentración total de MES,
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Figura 47. Espectros de dicroísmo circular de tubulina en tampón 100 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCI2, 0.1 mM GTP <trazo continuo), y en el mismo tampón con
concentraciones totales de Zn
2’ crecientes: 0.1 mM <trazo discontinuo largo), 0.2 mM
(trazo discontinuo mediano), 0.3 mM <trazo discontinuo codo) y 0.5 mM <trazo
punteado). Las medidas se realizaron a 50 0. Inserto: valores de elipticidad molar por
residuo medio de tubulina a 203 nm (0), 210 nm (A) y 222 nm (O) en función de la
concentración total de Zn2’.
Resultados
dicroismo. Se aprecia una transición brusca entre 0.1 niM y 0.2 mM dc concentración total
de z 6 ( flgu¡a 47). A 1 .0 mM ZrV la tubu lina proc pi ta en estas condiciones,
Cotí el fin de descartar un posible proceso de agregación inducido por Zn2t en estas
condiciones, incluso a baja temperatura, se determiné el coeficiente de sedimentación de la
tub u! i n a ca. 2 nig/m 1 en tanipén lOO mM MES, 3.4 M gí icerol, 0. 1 mM MgCI
2, 0. 1 mM
Cfl’P, pi! 6.5 en presencia de cantidades crecientes de ZnCI2. Los resultados se muestran en
la tabla 23. Como se aprecia, no hay un aumento significativo del coeficiente de
sedimentación cii presencia de ¿¡~2 especialmente entre 0.1 y 0.2 mM, concentraciones en
las que se aprecia la transición en la señal de dicroísmo. Se puede descartar que este cambio
sea debido a un proceso <le agregación.
Se eligió la tubul i mí en tampón 10 mM MES, 3.4 M gí icerol, 0.1 mM MgCI2, 1 mM
(311>, 0,3 mM ZnCI,, pI ¡ 6.5, como estado de referencia en los experimentos cíe proteolísis
Ii mi tutía. Como consecuencia del cambio conforniacional observado en la forma competente
pa la el crí saiií b 1 aje, las di feren cias en la íro¡eol isis í i mi lada cíe la proteína poí i nierizada en
hojas dc íubulina~Zri2tglicerol pueden deberse a la orientación del dímero dentro del
polímero o al cambio conformacional que le acompaila.
Tabla 23. Coeficientes de sedimentación de tubulina, 2.0 mg/mí,
glicerol, 0.1 mM MgCI
2, 0.1 mM GTP, 0.3 mM ZnCI,, pH 6.5, a8
0
en 100 mM MES, 3.4 M
o.
[Zn2+]Total (mM) So
0,0 1,12
0.1 1.20
0.2 1.20
Coeficientes de sedimentación no corregidos
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2.3. i>R(YI’EOI Isís LIMITADA CON TRIPSINA,
¡II ¡uapa proteo lítico <le c43—tubul ma, dimérica y poí imerizada en hojas inducidas por
Zn , producido por tripsina 1% (p/p) se ¡nuestra en la figura 48. La interpretación de los
fragmen tos i rod ucidps sc muestra en la figura 49, y sus características se indican en la tabla
24.
Cadena u -
En la fo rin a di mérica la tri ísina <1 igiere la ~—tubulma en el punto de corte K33 9—S3 40,
ya descrito -
la cx— t ub i¡í iii a pali merizada en hojas de tubul ina—Zn—glicerol este punto de corte está
protegido No sse observa la aparición de nuevos fragmentos en la proteoJisis limitada de la
forma ensaníbí ada.
Cadena Jk
Hl principal punto de corte se localiza entre las posiciones K174-V175. Este punto
<le corte si ízue siendo sensible en la tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn24 y
g lic e rol.
El corte obseivado en la proteolísis limitada de la forma dimérica que se localiza en
la regioii 300—330, es ¡iii no ri tario en presencia cíe Zn2,
Se observa un fragmento minoritario de alto peso molecular aparente, Z—TR~1. Se
produce por un corto en la región 360-380. No se observa el fragmento complementario
producido en este corte. Este punto de corte se protege en la forma polimerizada.
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Figura 48. Proteolisls limItada con tdpslna TPCK 1% <p/p) de tubulina-Zn2 en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15,17 y 19) en tampón 10 mM MES, 3.4 M
gllcerol, 0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
Inducidas por Zn”-gllcerol <calles 2, 4,6, 8,10,12,14,16,16 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl2, 0.3 mM ZnOl2, 1 mM GTP, pH 6.5. <calles 1 y 2)
tinclón con azul de coomassie. <calles 3 a 20) inmunodetección con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), anti @155-168) <calles 5 y 6), anti cz<214-
226) <calles 7 y 8),anti a<415-443) <calles 9 y 10), antí «-tubulina tirosinada <calles 11
y 12), antí ¡1<1-13) (calles 13 y 14), anti fl<153-165) (calles 15 y 16), antí p<241-256)
<calles 17 y 16) y anti p(412-431) <calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la
posición de los patrones de peso molecular, en lcD.
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FIgura 49. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolísís lImitada con trlpslna-TPCK
de tubulina-Zn2~ dimérica <A) y tubulína polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y glicerol <6).
Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen
a los fragmentos rellenos cuando la reacción es fuerte y yacios cuando es débil,
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Tabla 24. Pragnmntos do proteolisis limitada de tubulina-Zn-glicerol con Tripsina-TPC}<
1%(p/p).
Nontre PMap
<kD)
TRaI 40.0±1.4
TRa2 17.0±0.6
Z-TRfl1 440±1.5
TRfll 40.0±1,4
TRfl2 35,1±1,2
TRfl3 22.0±0.6
TR~4 15,5±0.5
P Meor
<kD)
34.7±1.4
14.0±0.6
40.6±1.5
35.5±1.4
35.7±1.2
15.4±0.8
14.6±0.5
Secuencia
N-Terminai
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Posición
1 a 339
340 a 451
1 a 368±10
175 a 445
1 a 325±8
309±9a 445
1 a 174
PM teórico
(D)
37520
12576
n.d.
30887
a. d.
n.d.
18986
141
Resultados
2.4. PRO’I’I«)Ijs IS LIMITAI)A CON QU lMOTR¡p~J~4q~,
iií ni apa p roteol it ico de cxfliubulina, di mérica y polimerizada en hojas iii ducidas por
prod uci do por <1 u i níot ri ~)sifla2~/~ (~/~ se ¡nuestra en la figura 50, La interpretación de
los fiagmentos producidos se muestra en la figura 51, y sus características se indican en la
tabla 25.
Cadena cx:
i.>a <¡u inio t¡i psi na digiere la tubulina en un punto de corte, entre las posiciones Fi 69—
5 1 70. 1 a sensi bi Ii dad <le este punto es menor en los bojas de tubul iii a inducidas por Zn2~—
g lic e rol.
Cadena (1:
Hl principal punto de corte en la P—ttibuliiia se localiza entre las posiciones Y28 1—
1t282. Este punto de corte se protege en la forma ensamblada.
Existen dos puntos de corte que generan los fragmentos de bajo PM aparente: el
minoritario Cl 1f13 y CHfl4. Según el j)050 molecular aparente corregido estos puntos de corte
se localizan en la región 130-155. Sin embargo ambos son -ré~dnocidos por el anticuerpo
fietíte a l1(l53—165), localizándose en posiciones ligeramente más avanzadas a este epítopo,
Por la especificidad de la quimotripsina la potencial ubicación de estos puntos de corte es:
Pl 68~516<> y Y 183-Nt 84, Estos puntos de coite no se protegen cii la tubulina polimerizada
en bojas iii d uci das por Z¡i2 ‘—gí i cero!.
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Figura 50. Proteollsís limItada con qulmotrlpslna TLCI< 2% <plp) de tubulina-Zn2~ en
forma no ensamblada <calles 1,3,5,7,9,1l,13,15, 17y 19) en tampón 10 mM MES,
3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6,5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn
2-gllcerol (calles 2, 4, 6, 6,10,12,14,16,18 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnOl2, 1 mM GTP, pH 6.5. (calles 1 y 2)
tinclón con azul de coomassie. <calles 3 a 20) inmunodetección con los anticuerpos: anti
ct-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), anti «<155-lee) <calles 5 y 6), anti «(214-
226) (calles 7 y 8),antl «<415-443> (calles 9 y 10), antí «-tubulina tirosinada <calles 11
y 12), antí ¡1<1-13) <calles 13 y 14), antí ¡3<153-165) <calles 15 y 16), anti ¡3<241-256)
<calles 17 y 18) y antí ¡3(412-431) <calles 19 y 20). A la Izquierda del panel se indica la
posición de los patrones de peso molecular, en kD.
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FIgura 51. Esquema de los fmgmentos producIdos en la prateolisís limitada con qulmat,lpslna
de tubulina-Zn2’ dimérica <A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y glicerol (6).
Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen
a los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vados cuando es débil.
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Tabla 25. Fragmentos de proteolisis limitada de tubuIina-zn2~gíiceroí con Quimotripsina-
TLCK 2% <p/p).
Nombre PMap PMcor Secuencia Posición PM teórico
<kD) <kD) N-Terminal
CHal 40.0±1,4 31.9±1.4 “0SIYPAPQVS 170 a 451 31529
CHtt2 17.0±0.6 17.1±0.6 n.d, 1 a 169 18567
CHflI 37.0±1.3 34.3±1.3 n.d. 1 a 261 30960
cHIi2 22.0*0.6 16.4±0.8 282XALTVPxL 282 a 445 18873
CHfl3 17,0±0,6 15.9±0.6 n,d. 1 a 146±9 n.d.
CHp4 16.0±0.8 15.0±0.6 n.d, 1 a 138±9 n.d,
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2.5. Pi«Yl’l~;OLís IS LIMITA t)A CoN ELASTASA.
1 napa p roteol ¡ti co de «Il—tubul i na, di mérica y polimerizada en bojas inducidas por
¿ti- . producido por elastasa 2% (p/p) se muestra en la figura 52. La interpretación de los
fragmentos producidos se muestra en la figura 53, y sus características se indican en la tabla
26
Cadena tu
la elastasn digiere la «—tubulina en tres puntos.
La digesuárí entre las posiciones 5 178-T179 origina el fragmento ELa4 y dos
frai~ raen tos cumple nien turi os: El sx 1 y Z—EL« 1
La digestion entre las posiciones A294-C295 origina el fragmento ELa2 y dos
fragmeíí tos complementarios: ELa3 y Z—ELa2,
la duplicidad de Elsxl/Z-ISLaI y IILCL3/Z—ELCL2 se debe a un tercer punto de corte
si uiado cii la región carboxi lo termi rial cíe la «—tub ul in a. Z—ELa 1 y Z—ELa2 son reconocidos
por el anticuerpo aríti a<4 15-443) pero no por el anticuerpo 1A2, especifico de la forma
ti rosí riada en el ex t reino carboxí lo de ct— tubulma. Este p tirito de corte se lo cali za cii tre el
epitopo cx(4 15-443) y el extieríjo carbdxilo (Tyr 451). La elastasa hidroliza preferentemente
enlaces pejítídicos crí los que el grupo carboííilo es corresponde a un aminoácido si carga y
no aroriíáíico, 1 os posibles liuntos de corte son: 0442-E443, 0444-E445 y 0448-13449.
Cadena f3:
1.a proteolisis <le la jl-tubulinn se produce en un único punto de corte localizado entre
C’35.t-l)355
lodos los ;íun tos (le proteo! isis limitada son igualmente sensibles en la tubu lina
polimerizada en hojas inducidas por Zn2—glicerol.
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Figura 52. Proteolísls limitada con elastasa 2% (plp) de tubulina-Zn2 en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15,17 y 19) en tampón 10 mM MES, 3.4 M
gllcerol, 0.1 mM MgCl
2, 0.3 mM ZnCl2, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
Inducidas por Zn
2’-g?icerol (calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16,16 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5. <calles 1 y 2)
tinción con azul de coomassle. <calles 3 a 20) inmunodetecclón con los anticuerpos: anti
ci-tubulina acetilada en Lys4O (calles 3 y 4) anti «<155-168) <calles 5 y 6), anti «<214-
226) <calles 7 y 8),anti «<415-443) (calles 9 y 10), anti «-tubulina tirosinada <calles 11
y 12), antí ¡1<1-13) <calles 13 y 14), anti ¡3<153.165) <calles 15 y 16), anti 13(241-256)
(calles 17 y 18> y antí 13(412-431) (calles 19 y 20), A la izquierda del panel se indica la
posición de los patrones de peso molecular, en lcD.
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Figura 53. Esquema de los frngmentos producIdos en la proteolisís limitada con elastasa de
tubulina-Zn2’ diniérica <A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y glicerol <E).
Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen
a os fragmentos.
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Tabla 26. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn2~-glicerol con Elastasa 2% (p/p).
Nombre PMap
(kD>
ELul 41.3±1.4
Z-ELu1 39.1±1.4
ELa2 39.1±1.4
ELcx3 20.8*0.7
Z-ELu2 19.5±0.7
ELu4 18,0±0.6
ELJ3I 40,3±14
ELfl2 195±0.7
PMcor
(lcD)
32.9±1.4
31.2±1.4
34.0±1,4
17.0±0.7
15.9±0.7
la.4±0.8
37.4±1.4
13.8±0,7
Secuencia
N-Terminal
‘70TAVV
n.d.
n.d,
‘05xFEPANQMVK
n.d.
n,d.
‘MREIV
355DIPPxGLK
Posición
179 a 451
179 a —445
1 a 294
295 a 461
295 a 436±8
1 a 178
1 a 364
355 a 446
PM teórico
(D)
30585
n. d.
32451
17615
n.d.
19510
39326
10547
149
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2.6. PRO’I’EOI .1515 1 .IM ITA l)A CON EN l)OPROTE¡NASA LYS—C.
1 mapa proteo Ii ti co tic «13— t ubu Ii ria, di nxóri ca y polimerizada en bojas inducidas por
Zn 2’ r rotiuc ¡ do por endoproteinasa [>ys—C0.5 U/ml se muestra en la figura 54. La
interpretación dc los Iragnientos producidos se muestra en la figura 55, y sus características
se indican en la tabla 27.
Cadena (L~
¡ a digestión con t rol ada de <x—tubul ma por endoproteinasa Lys—C se produce en dos
ptí¡í tos de curte ni ayo rí tarios. La cl igestión cnt re los aminoácidos K40—T4 1 genera los
fragnícnítos 1 (‘cxl y [(‘«6. La proteolisis entre K280—A28 1 genera los fragmentos LC«2 y
LeaS, la coíííbinación tIc ambos origina el fragmento LC~3.
liii tercer u uíí to de corte ni i non tanio genera el fragmento LCCL4, Las
iones crí las ~íuese localiza este punto de corte son: KGO—H61, K96—E97,
24-1.125,
En la tubulína polinierizada en bojas inducidas por Zn2~—glicerol se protege el punto
de corte 1<280- A28 1, ¡iiientrns que K40-T4 1 sigue siendo sensible al ataque de esta proteasa.
poteiíciales
Kl 12-El 13
¡3-tubulina en tres puntos de corte,
región 290-330, En la digestión en
y LC¡32, no detectándose los
reduce en la proteolísis limitada de
Cadena II
Esta proteasa produce tiria débil digestión cíe la
l)os tic estos puntos tic corte se localizan en la
estos puntos se producen los fragmentos LCfl 1
co ni pl erííeri tan os. La formación cíe estos fragmentos se
las bojas tic tiíbul i tía inducidas poi’ Z¡í~—giicerol.
1 Ini tercer ,i uní tu tic corte se local iza en la región 35—70> probablemente entre los
resitítros KSH-YSQ va que es el único residuo de Lys en esta región. Este corte origina los
fiagníenítos lX’fl3 s l&fl4 a partir de LC13 1 y LCfl2 respec(iva¡nente. Este punto de corte se
protege total mu en te crí la forma polimerizada,
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Figura 54. Proteollsís limitada con endoproteinasa Lys-C 0.5 U/ml de tubulina-Zn2~ en
forma no ensamblada <calles 1,3, 5, 7.9,111 13, 15, 17 y 19) en tampón 10 mM MES,
3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5 y polImerizada en hojas
inducidas por Zn’-glicerol <calles 2, 4, 6, 8,10,12,14,16118 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgOl,, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5. <calles 1 y 2)
tinción con azul de coomassie. <calles 3 a 20) Inmunodetección con los anticuerpos: anti
«-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), anti «<155-168) (calles 5 y 6), anti «(214-
226) (calles 7 y 8),anti «<415-443) <calles 9 y 10), anti «-tubulina tirosinada <calles 11
y 12), anti 13<1-13) <calles 13 y 14), antí ¡3<153-165) <calles 15 y 16), anti 13<241-256)
<calles 17 y IB) y anti p<412-431) (calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la
posición de los patrones de peso molecular, en lcD.
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Figura 55. Esquema cJe los fragmentos producIdos en la proteolisís limitada con
Gfldoprotolnasa Lys-C de tubulina-Zn’ dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas
por Zn” y glicerol (8). Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los
anticuerpos que reconocen a los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte s’ vados
Cuando es débil.
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Tabla 27. Fragmentos
Lys-C 0.5 UIrnl.
Nonibre PMap
(lcD)
56.0±1.3
38.7±1.4
34.7±1.2
33.1±1.2
22.0±0.8
18.1±0.6
38.7±1.4
35.0±1.3
33.1±1.2
28.9±1.0
LCa1
LCa2
LCct3
LCa4
LCaS
LCLIG
LCfl1
LO (12
LO(33
LCfl4
de proteolisis limitada de tubulina-Zn2~-glicerol con Endoproteinasa
PMcor
(kD)
44.3±1,3
33.7±1,4
30.7*1.2
29,4±1.2
17.9±0.8
18.0*0.6
35,9±1.4
33.3±1.3
30.7±1.2
26.9±1.0
Secuencie
N-Terminai
41TIGGGDDS
‘MRExISI
41TIGGGDOS
n.d,
“‘AYxEQLxVAEI
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n4.
Posición
41 a451
1 a 280
41 a 280
ca. 60 a 280
281 a 451
1 a 40
1 a 326±10
1 a 302*10
47±15a 325±10
.57±15a 302±10
PM teórico
(O>
45679
30953
26556
n.d.
19143
4416
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
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2.’?. PRO’1’EOLIS 18 LIMITADA CON SU BTILISINA.
[Símapa proteolitico de «9—ttmbulina, diniérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn2, producido por subtilisina 0.7% (p/p) se muestra en la figura 56. La interpretación de
los fragmentos producidos se muestra en la figura 57, y sus características se indican en la
tabla 28.
Cadena cx:
La proteolisís limitada se produce en tres regiones.
Entre las posiciones A180-V181 existe un punto de corte, En posiciones cercanas a
éste existe un segundo punto de corte minoritario. Por la reducción de la intensidad de las
bandas de los fragmuentos SBWS y SBaB, estos puntos de corte se protegen apreciablemente
en las hojas i miduci <las por Zn2 —glicerol,
Emí la región 290-300 existe otros dos puntos de corte que origina los fragmentos
81h11 y los complementarios S13a5, 81k’? y el fragmento minoritario SBa9. Se observa una
reducción apreciable en la presencia de SBaS y SBa7, y no se detecta el fragmento SBa9,
cmx la muestra polimerizada en hojas induci cías por Zn24—gl icerol.
Por último en la región caiboxilo terminal existe al menos un punto de corte. A él se
debe la presencia de SI3CLI, SB«4 y S13«7. A partir de la reactividad con el anticuerpo 1A2,
frente a tubulina tirosinada, la digestión en esta zona es total en la tubulina din~érica pero se
reduce significativamente en la proteo lisis limitada de la tubul ma polimerizada.
Cadena fi:
La proteolisis limitada de la (3-tubulina se produce en tres regiones de forma análoga
a como ocurre cmi la «-tubulina. En la cadena [3se observan más puntos de corte.
ISa la región 165-180 existeíx tres puntos de corte. La presencia de los fragmentos
SBfI7, 813138, 81399, SllfiI 1 y 81391 2, producidos en la digestión en esta región, está
reducida apreciablemente en la muestra polimerizada~ Estos puntos de corte se protegen
parcialmente en las hojas inducidas por Zn2t.
En la región 280-300 existen dos puntos de corte, en los que se generan los
fragmentos 813f34, 81396, 8131310 y Z-SBJ3I. La producción de estos dos últimos, en la
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digestión de las hojas inducidas por ZnS, está significativamente reducida, lo cual indica que
la poí i metí zación protege <leí ataque ~roteol itico estas pos iciomíes,
iSmí la tegión carboxilo terminal existen al menos dos puntos de corte. Producto de la
digestión exclusiva en esta región son los fragmentos SBj3I y el fragmento minoritario SB[33.
La digestión en esta región es prácticamente total en la forma dimérica. En la tubulina
polimerizada en hojas inducidas por Zn2tglicerol la proteolisis en estos puntos se protege
parci a! ni en te; sc detecta [3—tubulma sin digerir.
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Figura 56. Proteollsís limItada con subtillslna 0.7% (plp) de tubulina-Zn2~ en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9,11,13,15,17 y 19) en tampón 10 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0,1 mM MgOl
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn
2-glicerol (calles 2, 4, 6, 6,10,12,14,16,18 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicorol, 0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6,5. <calles 1 y 2)
tinción con azul de coomassie, (calles 3 a 20) inmunodetecclón con los anticuerpos: antí
cz-tubulina acetilada en Lys40 <calles 3 y 4), anti «(155-168) <calles 5 y 6), anti «(214-
226) <calles 7 y 8),anti «<415-443) (calles 9 y 10), anti cz-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti [3(1-13)<calles 13 y 14), anti p<153-165) <calles 15 y 16), anti [3(241-256)
<calles 17 y 18) y anti [3<412-431)(calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la
posición de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 57. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolisis limitada con subtlllslna de
tubulina-Zn’~ dimérica <A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y gilcerol <8>.
Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen
a los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vados cuando es débil.
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Tabla 28, Fragmentos
Nombre
SEul
SEa2
SBuS
8Ea4
SEaS
SEuO
SEa7
SBc¿8
SEa9
88131
88113
58134
5895
5896
88137
8898
SE 99
SBJ31O
88(111
Z-S 8(31
88912
PMap
(lcD)
57.2±2.0
37.8±1.3
37.8±1.3
36.1±1.3
20,5±0.7
198±0.7
18.6±0.0
18,6±0.6
18.1±0.6
53.8±1.8
49.1±1.7
39.7±1.4
37.8±1.3
36.9±1.3
34,5±1.2
32.2±1.1
21.1±0.7
19.8±0.7
18.6±0.6
17.9±0.5
15.5±0.5
de proteolisis limitada de tubulina-Zn2-glicerol con Subt¡lisina 0.7%
PMcor
<lcD)
47.8±2.0
30.2±1.3
33.0±1.3
28.9±1.3
16.7±0.7
19.3±0.7
15.2±0.6
18.4*0.6
14.8±0.6
49.8±1.8
45.5±1.7
36.8±1.4
33.1±1.3
34.2±1.3
29.6±1.2
27.2±1.1
19.7±0.7
14.1±0.7
17.4±0.6
12.1±0.5
14.6±0.5
Secuencia
N-Terminal
n.d.
n.d.
1MREXIxxH
l8I,<,< E PM NS 1
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d.
n.d,
n.d,
n.d.
n,d,
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Posición
1 a 430±12
181 a 451
1 a 299±10
181 a 438±10
300±7a 451
1 a 177±7
299±5a ca. 435
1 a 168±5
317±5a 451
1 a 438±7
1 a 407±12
1 a 331±10
146±15a 438±7
1 a 310±10
178±15a 438±7
200±15a 438±7
1 a 181±5
316±15a 438±7
1 a 160±5
334±5a 438±7
1 a 133±5
PM teórico
<O)
n,d.
30413
n.d.
n.d. -
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d,
n.d,
n,d,
n.d.
n.d.
nsJ.
n.d.
n.d.
n.d,
nsJ.
n.d,
n.d.
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2.8. PROTEOLISIS LIMITADA CON PROTEINASA It
111 ¡napa proteolitico dc cx[1—tubulina, dimérica y polimerizada cmi hojas inducidas por
Zn, producido por proteinasa K 0.1% se muestra en la figura 58. La interpretación de los
fragmeíitos producidos se níuestra cmx La figura 59, y sus características se indican en la tabla
29.
Cadena <t
1 si p rotei nasa 1< digiere la «—tubul ma en tres puntos.
Uní corte en la legrón 170-190 genera en la proteolisis de la fornía di¡nérica los
ríagíxxeí~tos Kcx6 y l<sx3.
Un segundo punto de corte en la región 280-290 origina los fragmentos K«1 y KaS.
Los fragmemítos Ka3 y KaS no reaccionan con el anticuerpo 1A2, que reconoce la
lorma tirosinada dcl extremo carboxi lo. Existe un punto de corte en la región carboxilo
terminal entre el epitopo «(4 15-443), que conservan estos fragmentos, y la Tyr4S 1 del
extremo carboxilo. En la «-tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2~-glicerol se
detectan los fragmentos Ka2 y Ka4. Corresponden a los fragmentos Ka3 y Ka5
respectivamente, cuamíclo no son digeridos en la región carboxilo terminal y conservan este
extremo intacto. 1--lay una protección parcial de esta región en la «—tubulina polimerizada.
Cadena ¡1:
La digestión de la f3-tubulina se produce en tres regiones análogas a las de la
proteol Isis Ii miii tada de «—tubulina,
En la región 160-170 se localiza un punto de corte minoritario. Genera la pareja de
fragmixentos ¡<[33 y ¡<[35, A partir del peso molecular aparente corregido este punto de corte
deberia situarse en la región 130-160. La falta de reactividad de K(33 y K¡35 con el
amíticuerpo anti 9(1 53-165) imidica que el punto de corte está secuencialmente después de este
epitopo. No se detecta fragmento de la región amino complementario.
En la región 280-335 se localizan 2 puntos de corte que generan dos parejas de
fragmentos coniplenientarios: Kfl4 con Kj36 y Kj32 con Kf37.
¡Sn la región carboxilo terminal se localiza un punto de proteolísis limitada. A él se
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Figura 58. Proteolisls lImitada con protelnasa K 0.1% <p/p) de tubulina-Zn2~ en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9,11113,15,17 y 19) en tampón 10’ mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCI,, 0.3 mM ZnOl
2, 1 mM SIP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
Inducidas por Zn
2’-glicerol <calles 2, 4, 6, 6,10,12,14,16,16 y 20) en tampón 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgOl
2, 0.3 mM ZnCl2, 1 mM GTP, pH 6.5. <calles 1 y 2)
lindón con azul de coomassie. (calles 3 a 20> inmunodetección con los anticuerpos: anti
«-tubulina acetilada en Lys4O <calles 3 y 4), ant! a4155-163) (calles 5 y 6), anti c«214-226) <calles 7 y 8),antl a}41S-443) <calles 9 y 10), anti cz-tubulina tírosinada <calles 11
y 12), anti ¡3(1-13) <calles 13 y 14) ant! (3<153-165) <calles 15 y 16), anti (3(241-256)
(calles 17 y 16) y ant! ¡3<412-431) <calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la
SS
posición de los patrones de peso molecular, en lcD.
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Figura 59. Esquema de los fragmentos producIdos en la proteolisís limItada con proteinasa
K de tubulina-Zn2 dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y glicerol
<E>, Los rectángulos sobre los fragmentos señalan los epitopos de los anticuerpos que
reconocen a los fragmentos, rellenos cuando la reacción es fuerte y vados cuando es débil.
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debe la presencia del fragíííemxto K13I. El anticuerpo anti ¡3(412-431) reconoce al fragmento
K9!. A pesar de la discrepancia con el peso molecular aparente, el pumito de corte sc sitúa
entre las posiciones 431 y 445, ya que mío afecta a la integridad de este epitopo. En base a
la esI)ecii-icídad de la proteasa el corte se produce entre D436-B437. Este corte explica la
presenicia de ¡<[35 producido a partir de K133 por digestión en esta región. No se detecta
duplicidad cix las bandas K(36 y K97.
El patrón de proteolisis limitada de la [3-tubulinapolimerizada en hojas inducidas por
Zíi2-glicerol e.s simixilar al de la forma dimérica. Los fragmentos K136 y K137 se detectan muy
débilmente, sin embargo la presencia de sus complementarios K[34 y K¡32 no se reduce.
Tabla 29. Fragmentos de proteol[sis limitada de tubulina-Zn2~-glicerol con Proteinasa 1<0.1%
(pIp).
Nombre PMap
<kD)
KM 38.7±1.4
Ka2 37.5±1.3
Ka3 36.9±1.3
Ka4 19.7±0.7
KaS 18,8±0.7
Ka6 18.2±0.6
1<91 48.5±1.7
1<92 38.7±1.3
1<93 38.1±1.3
K134 35.8±1.2
1<95 34.6±1.2
Kfl6 18.6±0.7
1<97 16.8±0.6
PMcor
<kD)
33.7±1.4
29.9±1.3
29.5±1.3
16.1±0.7
15.4±0.7
18.1*0.6
44.9±1.7
35.9±1.3
33.5±1.3
33.2±1.2
29.8±1.2
13.0±0.7
10.9±0.6
Secuencia
N-Terminal
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n,d.
n.d,
n.d.
n.d,
n.d.
n.d.
n,d.
n.d.
n.d.
Posición
1 a 304±10
183±10a 451
180±15a ca. 445
307±8a 451
306±15a ca. 445
1 a 166±8
1 a 436
1 a 325±10
149±12a 445
1 a 301±10
138±15a 436
289±10a 436
307±10a 436
PM teórico
(O)
n.d.
n.d.
n.d.
n,d.
n.d.
n.d.
48779
n.d,
n.d,
n.d,
n.d.
n.d,
n.d,
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2.9. PR()TEOLISIS LIMfl’ADÁ CON ENUOPROTEINÁSA ASP-N.
131 mapa proteolitico de ¡3-tubulina, dinnérica y poliníerizada en hojas inducidas por
Zn2’, producido por enidoproteinasa Asp—N 0.06% se muestra en la figura 60. La
interpiemación de los fragíiíentos producidos se muestra en la figura 61, y sus características
se indican cmx la tabla 30.
1,a proteolisis limitada de tubulimia con endoproteinasa Asp—N produce un único
fragniemíto, detectado en S¡)S-I’AGE, de f3—tubulina, El corte que lo origina se localiza en la
proxi inidad dcl extremo carboxilo. Existemx dos posibles localizaciones: Q426-D427 y A430—
1)431, siendo más probable la segunda (ver antes). Este punto de corte en sensible e¡í la
fornía di ni éri ca y cii la tubul ma pol inierizada en ]íoj as inducidas por Zn2~—gl icero 1.
Tabla 30. Fragmentos
N 0.06% <p~p)
de proteolfsis limitada de tubulina.Zn2t~glicerol con Endoproteasa Asp-
Nombre PMap
<lcD)
PMcor
<lcD)
Secuencia
N-Terminal
Posición PM teórico
<O)
ONfil 51.3±1.8 47.5±1.8 n.d. 1 a ca. 430 48246*
* Suponiendo que DM131 corresponde a la región 13<1-430).
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Figura 60. Proteollsis lImItada con endopwtelnasa Asp-N 0.06% <p/p) de tubulina-Zn2~
en forma no ensamblada <calles 1, 3, 57 y 9) en tampón 10 mM MES, 3.4 M glicerol,
0.1 mM MgCI
2, 0.3 mM ZnCI2, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas inducidas por
Zn
2-glicerol <calles 2, 4, 6, 6 y 10) en tampón 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM
MgOl
2, 0,3 mM ZnOl2, 1 mM GTP, pH 6.5. (calles 1 y 2> tinción con azul de coomassie.
(calles 3 a 10) inmunodetección con los anticuerpos: anti ¡3(1-13> (calles 3 y 4), anti
13<153-165) (calles 5 y 6), ant! ¡3<241-256) (calles 7 y 6) y antí 13(412-431) (calles 9 y 10).
A la izquierda del panel se índica la posicIón de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 61. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolísís limItada con
endoprotelnasa Asp.N de tubulina-Zn2 dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas
Inducidas por Zn2 y glicerol <E). Los rectángulos sobre los fragmentos setialan los epitopos
de los anticuerpos que reconocen a los fragmentos.
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3. I~REI)ICCIÓN DE ESTRUCTURA DE TUBULINAS.
No se ha detectado ¡lingumia proteína, de estructura tridimensional conocida, con
suficiente seíííejanza de secuencia con las tubulinas, que permita la predicción de la
estructura (le éstas mcdi amito homología.
La predicción de estructura secundaria por el método PHD se ha realizado a partir del
alineamiemito múltiple de 177 secuencias de tubulinas. La predicción tiene un grado de
confianza superior al 82% para el 66.1% de los residuos de a-tubulina y para el 62,3% de
los de 9—tubul ini a.
El contenido estimado de cada tipo de estructura secundaria en a—tubulina es: 32.8%
de hélice, 20.6% de lámina fly 46.6% de bucles. En f3-tubulina: 35.7% de hélice, 21.6% de
lámina fi y 42.7% dc giros y bucles. El contenido medio de ambas cadenas es: 34.3% de
hélice, 21.1% (le lámina fi y 44.6% de giros. Según estos valores las tubulinas se clasifican
como pmo tel ix as tipo a/fi.
3.1. PREI)ICCIÓN DE ESTRUCTURA DE a-TUBULINA.
Emí a—ttibulina se lía estimado la presencia de 11 hélices y 15 segmentos extendidos
cío lámina fi. Estos elementos se alternan a lo largo de la secuencia, si bien la hélices se
localizan más abundantemente en la segunda mitad de la cadena (figura 62). Los elementos
de estructura secundaria, su extensión y dimensiones teóricas, se enumeran en la tabla 31,
En las hélices y láminas ¡3, las posiciones para las que el grado de confianza de la
prediccomí es menor del 82% se localizan en los extremos de las mismas. La ambignedad se
limita a la extenísiómí de los elementos de estructura secundaria, pero no a su integridad.
Frecuemítemente las a—hélices son anfipáti cas, presentando predominantemente las
cadenas apolares en un Lado del cilindro de la hélice y las polares en el lado opuesto, El
carácter anfipático de las hélices de a-tubulina se ha estudiado mediante dos métodos, La
estimación del momento bidrofóbico para un ángulo de rotación en torno a 1000 da
imilorníación cuamítitativa sobre la anfipaticidad de una secuerícia que adopte este tipo de
estructura (figura 63). Según los valores calculados del niomento hidrofóbico, los segmentos
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Tabla 31. Elemnentos de estructura secundaria en cx-tubulina de cerebro porcino
.
Elemento estructural Nombre Posición0 Longitudb <A>
Bucle
Lámina It aEl 1-2 16.5 (19.8)3 7(8)
Bucle 9-14
Hélice ít aHí <15)18-22(25) 7.5 (16.5)
E tic le <26)28-46(47)
Lámina ji aE2 (48)49-54(55) 19.8 (26.4)
Bucle 56-61(63)
Lámyílm-ma ji aE3 (64)65-68(69) 13.2 (19.8)
Bucle 70-1 08
Hélice a aH2 (109)1I1-12s(126) 22.5 (27.0)
Eu cíe (127)128-1 30(1 33)
Lámina ji aE4 (134)135-139(140) 16.5 <23.1)
Bucle (141)142-143(144)
Hélice it aH3 (145)146-160 22.5 (24.0) -
Bucle 161-163(164)
Lámina ~ ciES (1 65)166-172 23.1 (26.4)
Bucle 173-178(179)
Lámina ji aE6 (180)181-183 9.9 (13.2)
Bucle (184)185-186(187)
Lámina fl nEZ (1 88-191) 13,2
LámIna ji uEb (193)195(196) 13.2
Bucle <197)198-199
Lámina ji uE9 (200)201-202(204) 6.6 (16.5)
Hélice a aH4 (206>207-215 13.5 (15.0)
Bucle (216)218-224<225)
Hélice ti cxHS <226)227-233(234) 10.5 (13.5)
Lámina j3 aElO (235)239-243 16.5 (29.7)
Bucle (244)24 5-248
Hélice a aH6 249-258 16.0
2 tic le (259)260-263(266)
Lámina ji xEll <267-270) (13.2)
Bucle (271-288)
Hélice a aHí 289-295 10.5
Bucle 296-297(298)
Hélice ci ccH8 299-300(303) 3.0 (7.5)
Bucle (304)306-308(313)
LámIna ji czEl2 (314)315-318(3W) 13.2 (19.8)
Bucle <320)323-324
Hélice cg aH9 (325)326-336 16.5 (180)
Bucle 337-340
Lámina ji aEl3 (341)342-346 16.5 (19.8)
Bucle (347)348(353-351)367<370)
Lámina ji nxEI4 (371)372-378 23.1 (26.4)
E tic le (379)-380
Hélice a aHIO <381)382-402(404) 31.5 (36.0)
Lámina ji aEl5 (406-408) 13.2
Bucle <409)412414
Hélice a aHílA 415-436 33.0
Hélice a aHílE (437-441) <7.5)
Bucle (442)444(446-448)451
Ii Entro paréntesis se indican las posiciones en las que se extienden los elementos estructurales cuya
predicción tiene un grado de confianza Inferior al 82%.
Iii Extensión de la región de los elementos estructurales cuya predicción tiene un grado de confianza
superior al 82%. Entre paréntesis se ind¡ca la extensión total.
Resvltados
cotí predicción de estructura de hélice a se pueden clasificar en grupos:
(a) hélices a con un valor del momento hidrofóbico significativamente elevado, por
enc¡nía dcl valor medio de toda la proteína, a lo largo de toda su extensión. Son hélices
potenci al mii emite ami fipáÉ i cas. En este grupo se incluyen: aI-12 y aUS.
(b) hélices a con un valor del momento hidrofábico elevado solamente en una parte
de su extensión, Incluye: al-II, aF13, aH4, aH6, aH7, aHIO y al-Ii 1k
(o) llélices a con un valor del momento hidrofóbico bajo. Son hélices claramente no
amífipáticas, y se incluyen en este grupo: al-LS y aFI9.
<¿‘orno segunda aproximación al estudio de la anfipaticidad de las hélices, y de forma
más gemíemal su grado de exposición al solvente, se ha empleado un método gráfico. Se ha
representado la proyección de los aminoácidos sobre un plano perpendicular al cje de la
hélice, y se ha estudiado la distribución de la accesibilidad del solvente a los residuos (figura
64),
IIÓIWL’ <xlii -
A pesar de no tener un valor de momento hidrofóbico claro> presenta una distribución
as¡mét¡-ica (le la accesibilidad dc los aminoácidos al solvente. Es una hélice potencialmente
tui fi pát ion, con predoníi mii o del carácter ocluido de sus residuos.
Ib/WC al-12.
La región 109-126 presenta una fuerte predicción de hélice, que tiene entre 4 y 5
vueltas, Tiene un elevado valor del momento hidrofóbico a lo largo dc toda su extensión.
Gráficamente se aprecia umí carácter amifipático, con predominio de los residuos expuestos.
lié 1k-e ~i ¡3.
Esta hélice se localiza tras la región rica en Gly característica de las tubulinas, de la
cual conúene cl final- Los 10 primeros aminoácidos, 145-154, están ocluidos potencialmente
y tienen un valor del momento hidrofóbico significativamente elevado. Los 6 últimos, 155-
160, están predomninamitemente expuestos y en ellos el momento hidrof’óbico decae. La hélice
está orientada con la región amino hacia el interior y con el final carboxilo hacia la
superficie.
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Figura 64. Segmentos de «-tubulina para los que se predice estructura helicoidal (ver
tabla 31), Se representan los residuos proyectados en el plano perpendicular al eje de
la hélice, Los residuos se indican con el código de una letra; los puntos junto a ciertos
residuos indican que están expuestos al solvente según la predicción de accesibilidad,
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FIgura 64 (continuación). Segmentos de a-tubullna para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 31). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se Indican con el código de una letra; los
puntos junto a ciertos residuos indican que están expuestos al solvente según la
predicción de accesibilidad.
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Resuitado,
lié/lee cx! 14,
Los amiiimioácidos de esta hélice están mayoritariamente ocluidos. La hélice se localiza
en el interior (le la ~.roteina
lié/lee alIS.
I3sta hélice se localiza en una zona con elevado valor de momento hidrofóbico. Sin
embargo al igual que al’14, predomina el carácter ocluido en la predicción de accesibilidad,
En base a esta última esta hélice está ocluida en el interior de la proteina.
lié 1kw al 16,
La accesibilidad de los residuos de esta hélice está distribuida asimétricamente, pero
no tiene un marcado carácter anlipático. La Thr2S7 y Asn2SS, que está ocluidos, se localizan
en la cara expuesta de la hélice,
Ik/u’c’ cdi7.
Esta hélice de 2 vueltas tiene un marcado carácter anfípático. Sc sitúa en la superficie
exterior de la proteina.
lié/lee alíE.
Es una pequefla hélice con valores de momento hidrofóbico bajos, en la que no se
apiecia un carácter anfipático.
lié/jet, ah’).
l>redomina el carácter expuesto al solvente de sus residuos, lo que la sitúa en la
superficie de la proteina. Los valores de momento hidrofóbico asignados son bajos, a pesar
de ello los pocos residuos ocluidos se localizan en la misma cara de la hélice, definiendo una
pequefla zona hidrofóbica de contacto.
Hélice aHí 0.
l3sta región, 381-404, tiene una marcada predicción helicoidal y corresponde a una
hélice de 6 a 7 vueltas. No se detecta ningún punto interior en el que la predicción de hélice
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Resultados
sea menor y en el que pudiera dividirse. El momento hidrofóbico es significativamente
elevado en la prí mci-a mitad y tiene un máximo marcado en los <¡1 ti mes 5 resi di¡os, Asimismo
hay una cierta asimucímia en la distribución espacial de las accesibilidad, pero no presenta un
ni arcado carácter amífl páti ce
lié/la’ al-lI 1.
La región 415-441, es el segmemíto más largo con predicción de hélice. Se distinguen
dos regiomies: allí lA y aHí IB. aHí lA se extiende de 315 a 436. E] momento hidrofóbico
dc esta primera zona, sin ser muy elevado, presenta dos máximos significativos. Es una zona
rica en residuos ácidos, As~ y Glu, con elevada accesibilidad del solvente, pero se observan
residuos comí baja accesibilidad que están agrupados en el mismo lado de la hélice,
confirmando íími carácter anfipático. al-II lB se extiende de 437 a 442, en esta zona el
potencial de hélice cx es menor, y en ella todos los residuos están expuestos.
3,2. PREI)ICCIÓN DE ESTRUCI’URA DE fl-TUBULINA.
La predicción cíe estructura secundaria cte fl—tubulina indica la presencia de 12 hélices
y lE regiones (le lúmnimia ~3extendida. En conjunto la predicción de estructura secundaria de
fl-tubul¡na es similar a la de a—tubulina (figura 65). Los elementos de estructura secundaria,
su extensión y dimemísiones teóricas, se enumeran en la tabla 32.
Emí ~-tubulinase aprecia una hélice más que en a. La región en a-tubulina homóloga
a la de la hélice fl119, formada por 4 residuos, es una zona desordenada que une la hélice
cxI lE comí el segmento extendido aEI 2,
Respecmo a a-tubulina, so predicemí 3 nuevos segmentos con estructura extendida dc
láníimia [1:13B4, 1-ifiS y flE 16. Son peqímeflas regiones de 3 residuos de extensión. En las zonas
homiíóíogas en a-tubulina se observan residuos aislados a los que se asigna estructura
extendida con baja probabilidad. En f3-tubulina hay un aumento de la probabilidad de
emicontrar lámnina g en estas 3 regiones, que ya tenían este carácter estructural en a-tubulina,
aunque poco clefímí¡do.
De fornía análoga a como se ha hecho con la cadena a, se ha estudiado con detalle
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Tabla 32. Elementos de estructura secundarla en p-tubuUna de cerebro porc!no.
Elemento estructural Nombre Posición0 Longitudb <A)
Bucle 1
Lámina ji jiEl (2)2-8(9) 19.8(26.4)
RucIo (9)10-11(13)
Hélice a ~H1 (14)18-23(26) 9.0 (19.5)
Bucle (27>28-44(45)
Lánhílna II 11E2 <46)47-52(63> 19.8(26.4)
Bucle 54-56(61>
Lámina j~ j1E2 ~62>63-66~67> 112<19.8)
Bucle 68(74-77)8I<82)
Lámimia I~ jiE4 <83-85) (9.9)
Bucle 66-88(89)
LámIna P »ES (90-92) <9.9)
Bucle (93>94(98)(101)(103>1 04(118)
Hélice ti. jiH2 (109)110-123(124) 21.0 (24.0) -
Bucle <125>126-127<131)
Lámina ji ~E6 (132)133137(138) 16,5(23.1)
Bucle (139)140-141(142)
Hélice a IIHa (143)144-158 22.5 (24.0>
Bucle 159-162
Lámina ji jiE7 (163)164-170 23.1(26.4>
Bucle (171>1 72176(1 78>
LámIna ji j~E8 179-180(182> 6.6(13.2)
Bucle 183-184(185)
Lámina ji ~iE9 (1 86)188(189) (13.2)
Bucle (190)
Lámina ji 3E1 0 (191)192-193(194) 6.6(13.2>
Bucle (195>196-197
Lámina P jiElí 198-201(202> 13.2(16.5)
Bucle (203-204>
Hético a 1H4 205-213 13.5
Bucle (214)215-222(223)
Hélice it jiH5 (224)225-231 <234) 10.5 (16.5)
LámIna ji jiEl2 (235)237-240 13.2(198>
Bucle (242)243-245(246>
Hélice it ¡1h16 247-256 15.0
Bucle (257>258-262(264>
LámIna ¡1 JIEIS (265-268) (13.2)
Bucle (269)271(272-274)276(286)
Hélice a fiHY (287)288-293 9.0 (105)
Bucle (294)295(296)
Hélice a (IHS 297-298(301) 3.0 (7.6)
Bucle (302)304-306(308>
Hélice a. (1h19 (309-312> 6.0
Lámina ji ¡3914 (313>214-316(317) 9.9(16.5)
Bucle (316>322
HélIce a (1H10 <323)324-333(334) 15.0 (18.0)
Entre paréntesIs so IndIcan las posiciones en las que se extIenden los elementos estructtitffiles cuya
predIccIón llene un grado de confianza Inferior al 82%.
ti ExtensIón do la reglón de (os elementes estructurales cuya predIccIón tIene un grado de confianza
superior al 82%. Entre paréntesIs se IndIca la extensión total,
Tabla 32 (continuacIón). Elementes de estructura secundaria en <3-tubulina de cerebro porcino.
Nomnbre Posición0 Longitudti ~Á>
335-338
IIEiS (339)340-344 16.5(19.8)
(345>346-349(350)
¡3216 (351-353) (9.9>
(354)357-359(363)
IIEl? (364)365-368(369) 13.2<19.8)
370
jiHil (371>372-392(394) 31.5 (36.0)
flEIS (395-400) (19.8)
(401)402-403(404)
IIH12A 405(407-406)427(429) - (37.5)
PH12B (430-438) (13.5>
(439)443-445
Elemento estructural
1’
<1
Bucle
Lámina
Suelo
Lámina
Bucle
Lámina
Bucle
Hélice a
Lámina fi
Bucle
Hélice a.
Hélice ~t
Bucle
>IEiWFó paréntesis se Indican las posiciones en las que se extienden ¡os elementos estrúcturales cuya
predicción tiene un grado de confianza Inferior al 82%.
Extensión de la reglón de los elementos estructurales cuya predicción tiene un grado de confianza
superior al 82%. Entro paréntesIs se Indica la extensIón total.
Resultados
la exlx>síción al solvente y la anfipaticidad potencial de las hélices a potenciales. En el
estudio del nioníento hidí-ofóbico, calculado para una conformación helicoidal, destaca la
poca conservación entre los resultados obtenidos para cx- y fl-tubulina (figura 66). Sí parecen
estar más comiservados los valores de accesibilidad del solvente y su patrón dc repetición,
indicando este último el carácter antipático de ciertas estructuras (figura 67). Seguidamente
se detallan las características de las zonas de ~-tubuIinacon estructura helicoidal,
FIé/Wc 13111
Presenta unos valores de momento hidrofóbico superiores a su equivalente de la
cadena t al II, r~ero conio cii esta decaemí al final de esta zona. Coincide con ~I-I1 cmi
presentar una distribución asimétrica de la accesibilidad del solvente y por lo tanto presenta
carácter anñíiálico.
Fié ¡¡ce fIl 12,
FI valor del momento hidrofóbico calculado para esta hélice es e]evado’. pero a
diferemícia dc su equivalente cxl-12, este valor decae en su segunda mitad, Sin embargo
gráficamente se aprecia una clara presencia de dos lados en la hélice, comí opuesta
accesi ti ¡ Ii dad, lo cual mdi ca un marcado carácter arífipático.
FIL’IiL’Ú 11113,
El valor del momento hidrofóbico para esta zona es bajo en la primera mitad y
elevado en la segumída. En la representación gráfica tampoco se aprecia una clara asimetría
cmi la distribución espacial de la accesibilidad del solvente. En cambio se detecta asimetría
cmi la distribución secuencial de la accesibilidad. Los 10 primeros residuos tienen un carácter
oculto y en los 6 últimos predomimía el carácter expuesto, Según esto la hélice f31-13 está
orientada con cl extí-emo amimio en el interior de la proteína y el carboxilo en la superficie
Ud/Wc 13114.
1-lay un predominio de valores bajos de accesibilidad del solvente asignado a los
residuos de esta hélice. Los valores de momento hidrofóbico son poco elevados en la primera
mitad y decaen bruscamente cmi la segunda. Potemícialmente se localiza en el interior de la
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Figura 67. Segmentos de p-tubulina para los que se predice estructura helicoidal <ver
tabla 32). Se representan los residuos proyectados en el plano perpendicular al eje de
la hélice. Los residuos se indican con el código de una letra; los puntos junto a ciertos
residuos indican que están expuestos al solvente según la predIcción de accesibilidad.
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Figura 67 <continuación). Segmentos de p-tubuiina para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 32). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al ele de a hélice. Los residuos se indican con el código de una letra; los
puntos junto a ciertos residuos indican que estén expuestos al solvente según la
predicción de accesibilidad
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FIgura 67 (continuación>. Segmentos de p-tubulina para los que se predice estructura
helicoidal <ver tabla 32). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el código de una letra; los
puntos junto a ciertos residuos indican que estén expuestos al solvente según la
predicción de accesibilidad.
E
Resultados
proteína, protegida del solvente.
Hélice ¡31-15.
BI momento hidrofóbico dc esta hélice es intermedio, a diferencia de su equivalente
aH5. La predicción de accesibilidad del solvente para los aminoácidos de la hélice 9115 es
similar a los dc [31-14.Como aquella 91-15 parece estar oculta al solvente en el interior de la
protelmia.
Hélice [3116.
Tiene muy bajos valores de momento hidrofóbico y no presenta una clara distribución
asimétrica de la accesibilidad del solvente asignada a los residuos de esta hélice.
Hélice [3117.
Aumique decae al I~¡nal el valor de moniemito hidrofóbico de esta pequeña hélice es
elevado1 Gráficamente se observa una región con predominio de residuos expuestos y otra
ocluidos. Los valores de accesibilidad del solvente a los residuos ocluidos no son
marcadatíiente bajos. Presemita carácter antipático.
Hélices 13118 y 13119.
Son dos pequefias hélices que apenas completan una vuelta. 91-18 tiene 5 amninoácidos
y [31-19tiene 4.
lié/lee ¡31-110.
Aunque cl momnento hidrofóbico para esta hélice no es elevado, se observan des lados,
Una cara poco accesible al solvente y otra cara, más extensa, rica en residuos cargados
expuesta al sol~‘ente.
Hélice ¡11-II 1.
Esta región tiene una marcada predicción de estructura secundaria de hélice. El
momnento líidrofóbico es elevado en una primera parte. Luego al igual que en su eqtmivalente
de la cadena a, aH lO, aparece un valle marcado y termina en un máximo. Gráficamente se
163
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observa una cierta asimetría en la distribución de los valores de la predicción de accesibilidad
del solvente, La cara oculta al solvente está más definida que la expuesta. En ésta ~ltiniase
intercala¡i residuos ocultos,
Hélice ¡31-112.
La hélice [31-112abarca una extensa región de 34 residuos cerca del extremo carboxilo.
Se distinguemi dos regiones y se subdivide en flHI2A y ¡3H12B.
[31112A se extiende desde la posición 405 a 429. Se caracteriza por una fuerte
predicción de hélice. 1-lay un predominio dcl carácter expuesto de los residuos de esta región.
Bn su parte central cl momento hidrofóbico es elevado y los pocos residuos con baja
accesibilidad sc localizan espacialmnente en un lado de la hélice dándole un carácter
antipático.
[311121-3se extiendo entre la posiciones 430 a 438 en la que predominan los residuos
ácidos y polares. La probabilidad de adoptar estructura de hélice es menor que en f3H12A.
Todos los residuos tienen altos valores de accesibilidad al solvente y el momento hidrofóbico
toma valores discretos en esta zona.
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4. I>REI)ICCIÓN 1)E ESTRUCTURA DE F~L
Para la predicción de estructura secundaria y accesibilidad de FtsZ por los métodos
PIII)sec y PHDacc, basados cmi el análisis de múltiples secuencias, se emplearon las
secuemictas dc FtsZ de EscI;eñchiacol¡ (Yi y Lutkenhaus 1985), Bacillus subilhis (Bealí, Lowe
et al. ¡988) y Rhiizob¡un, meliloil (Margolin, Corbo et al. 1991), únicas secuencias de esta
proteína disponibles en la base de datos SWISSPROT (versión 3 1.0, febrero 1995). La
homología entm-e FtsZ y tubulina oscila entre el 5-15% (tabla 33), y no se detectó ninguna
otra proteína con un identidad de secuencia igual o superior al 30%, que es el nivel mínimo
de simnilitud de secuencia suficiente para existir homología estructural en proteínas de más
de lOO residuos (Sandem’ y Schneider 1991). Por emplear un alineamiento múltiple con sólo
3 secttencias, la calidad de la predicción de la estructura secundaria y accesibilidad del
solvente de FtsZ es inferior al óptimo previsto por los métodos PI’IDsec y PI-IDacc (ver
ni ate rl al es y mu étodos) -
Tabla 33. PorcentaJes de Identidad de secuencla de proteínas FtsZ entre si y con tubulinas.
La predicción de estructura secundaria (figura 61) indica el siguiente contenido de
cada una de las estructuras: 44,4% de hélice, 15,4% de lámina ¡3 y 40.2% de bucles.
Proporcionalmente hay un mayor contenido de hélice que en las tubulinas, y una menor
presencia de Lámina [3.En la tabla 34 se enumeran los elementos de estructura secundaria
previstos.
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Tabla 34. Elementos de estructura secundaria en FIsZ de Esctierichia cali.
Elemento estructural Nombre Posición’ Longltudb ~A)
Bucle 1-12
Lámina P zEl 13-17 16.5
Bucle 18-22
Hélice a zHl (23)24-33(34)
Bucle 35-36
Lámina JI zE2 (37)3841(42) 13.2(19.8>
Bucle 43-45
Hélice a zH2 46-52(53) 10.5<12.0)
Bucle 54-55
Lámina p zE3 (56)58-60<61) 9.9(19.8)
Hélice u ZH3 (62)63-66(66) 4.6(7.5)
Bucle 67-74
Hélice a zH4 (75)78-92(93) 22.5(28.5)
E udc 94-96
LámIna JI zE4 97-102 19.8
Biicíe 103-106
Hélice a zHS (107)108-121(122) 19.5<24.0)
Bucle 123-125
Lámina ji zES 126-132 234
Bucle 133-1 39
Hélice it zH6 (140>142-1 56(1 59) 22.5<30.0)
Lámina Ji zEO (160)161-162 6.6(99)
Bucle 163-165
Hélice it zH7 (166)167-171(172) 7.5(10,5>
Bucle 173-177
Hélice it zH8 178-200(201) 34.5<36.0)
Bucle 202-211
Hélice it zHO (212)213-223 16.5(18.0)
E u cíe 224-232
Hélice u zHlO 233-244 18.0
Bucle 245-249
Hélice it zHll <250)251-252(257) 3.0(12.0)
Bucle 258
Lámina II zE7 (259)260-264(265) 16,5(23,1)
Bucle 266-272
Hélice a zHl2 (273)274-285 18.0(19.5)
Bucle 286-290
Lámina ji zES 291-295 16.5
Bucle 296-209
Hélice a zHl3 (300-302) (4.5)
Eu cío 303-304
Lámina l~ zEO (305)306-312(313) 23.1(29.7)
Bucle 314-353
Hélice a zHl4 (354-357) (6.0)
Bucle 358-374
Hélice a zH1S 375-379(380) 7.5(9.0)
Bucle 381-383
Entre paréntesis se Indican las posIcIones en las que se extienden los elementos estructurales cuya
predicción tiene un grado de confianza Inferior al 82%.Extensión de la reglón de los elementos estructurales cuya predicción tiene un grado de confianza
superior al 82%. Entre paréntesis so índica la extensIón total.
Resultados
En la predicción de accesibilidad del solvente destaca la baja accesibilidad general,
con presencia de grandes regiomíes con marcado carácter ocluido. Tan sólo en la región
carboxilo terminal se observa un predominio de residuos potencialmente expuestos. Los bajos
valores de accesibilidad al solvente pueden estar relacionados con una potencial interacción
de lrtsz con la membrana plasmática en base a su función y localización durante la división
bacteriana, si bien no se han (lescrito evidencias de esta interacción. En la secuencia de FtsZ
no se observa ninguna región con estructura potencial de hélice transmembrana (resultados
no presemitados).
Las hélices a de FtsZ se caracterizan por el predominio del carácter ocluido de sus
residuos, a excepción de zU4, El estudio del momento hidrofóbico calculado para un ángulo
de ca- 1000 indica la posibilidad de que al menos las hélices: zHl, zH6, zI-18 y zHI2,
presenten características antipáticas (figura 69). Complementariamente se analizó de modo
gráfico la presencia de un patrón de repetición de la accesibilidad característico de estructuras
anfipáticas (figura 70). En todas las hélices, a excepción de zI-14, se observa en estas zonas
un homogéneo carácter ocluido. En zH4 hay unos pocos residuos expuestos potencialmente
al solvente, que sc localizan cmi ttn mismo lado de la hélice, definen un pequeflo lado
hidrofilico y dan umí carácter antipático a la hélice.
5. CoMPARACIÓN 1W Es’rRUCFuRA SECUNDARIA DE TUBULINA Y FIsZ.
Se alinearon simultáneamente las secuencias de FtsZ de E. col!, B. sublilis, 1?.
mt’IiIoui, cori las cíe o. y (3dubulitía de cerebro porcino y la y-tubulina humana, Se utilizó el
programna l>II2UP empleando como valores de penalización de creación y extensión de
huecos <le 3.0 y 0.1 respectivamente. A partir del alineamiento de secuencias se compararon
las predicciones de estructura secundaria y accesibilidad del solvente (figura 71).
La mayor región con homología de estructura secundaria comprende los segmentos
98-178 de ¡3-tubulina y 66-140 de FtsZ. Los potenciales elementos de estructura secundaria
<le esta región son: un bucle, una hélice a potencialmente anfipática, un bucle, un segmento
de lámina (3 ocluido> un bucle, una hélice a, un bucle, un segmento de lámina ~ y un bucle.
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Figura 70. Segmentos de FtsZ para los que se predIce estructura helicoidal (ver tabla
33). Se representan los residuos proyectados en el plano perpendicular al eje de la
hélice. Los residuos se Indican con el código de una letra; los puntos junto a ciertos
residuos indican que están expuestos al solvente según la predicción de accesibilidad,
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Figura 70 (continuacIón). Segmentos de FtsZ para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 33>. Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el código de una letra; los
puntos junto a ciertos residuos indican que están expuestos al solvente según la
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helicoidal <ver tabla 33). Se representan los residuos proyectados en el plano
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Resultados
í~ii esta regiómi con homología de estructura secundaria se localizan dos regiones con
1w niol ogí a de sec uenci a con mno tivos de unión de nucleotido.
Al principio de estas regiones se localizan las secuencias supuestamente equivalentes
aumique invertidas, con ci bimele de unión de fosfato en GTPasas. Aunque los motivos de
a nibas fl rotel mi¡is no se encuentran secu encialmente alineados, el entorno estructural es similar
en amubos casos. Se localizan en bucles potencialmente ocluidos, anteriores a sendas hélices
con carácter ami Fi P~~t ICO (J31-12 y zi-14).
La región míen cmi CJly característica de tubulinas 13(140-146) y de FtsZ (105-112), se
localíza en uit bucle ocluido y se prolonga en una hélice (13113 y zH5).
‘l’ras este potencial bloque estructural no se observa ningún otro segmento
sígniticatívo de alimieaniiento de estructura secumídaria. Las terceras regiones con homología
con motivos de uniómí de nucleotido presente en tubulinas, p—226PTYGD22t y FtsZ,
2í>~Vl)FAiV2, (ver introducción) no se aparean en el alineamiento múltiple de secuencias
¡‘eai¡iado, LI análisis de la predicción de estructura secundaria de ambas proteínas en el
entor-mio de estos motivos revela cierta homologla estructural. En los dos casos estas regiones
se localizan en la parte final do un bucle que une dos hélices potencialmente ocluidas: entre
131 1.1 y fU ¡5 en 13-tubulina y entre zITE y z119 en FtsZ. Sin embargo hay discrepancias en la
predicción de accesibilidad de estos bucles en ¡3-tubulina y en FtsZ, expuesto y ocluido
iespe eti va¡ tiente -
Entre cl pí-inter bloque estructural y éste segundo motivo (hélice-bucle-hélice) se
extienden regiones sin homología de estructura secundaria. En 13-tubulina hay tina región de
ca. 25 residuos con bajo potencial de estructura secundaria en el que se predice la presencia
dc pequofios segmentos dc lámina 13. En PtsZ está región de enlace es más extensa, ca. 40
residuos, y se predice la presencia de hélices.
A partir del residuo 235 de fl-tubulina y del 224 de FtsZ no se detecta ninguna zona
con homologia de secuemicí a o estructura secundaria significativa.
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3. Proteolisis limitada de microtúbulos inducidos por taxol.
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y (66-1 39) de FtsZ.
Discusión
1. LA PROTEOLISIS UMrUADA FACILITA INFORMACIÓN ESTRUCTURAL
1.1. EN LACES PEPTIDICOS HIDROLIZADOS.
La proteolisis limitada es una técnica clásica en el abordaje de la relación estructura-
función dc proteínas (por ejemplo (Wiison 1991; Plyte y Kneale 1994)). Se ha empleado
extensamente para obtener información sobre la estructura terciaria, organización de
complejos sup:amoleculares, cambios conformacionales, estados intermedios de plegamiento,
etc. Los enzimas proteoliticos no digieren enlaces que no sean accesibles. Sin embargo aún
en proteínas de pequeño tamaño esto implica que la digestión podría ocurrir en numerosos
puntos de la secuencia, Pero la experiencia muestra que la digestión sólo se produce en unos
pocos cíe los enlaces accesibles. Dos factores condicionan la localización de los sitios de
ataque proteol ¡ti Co.
Es obvio que la especificidad de la proteasa es un prerequisito que reduce el número
de enlaces accesibles susceptibles de ser digeridos. Sin embargo la especificidad no es el
principal determinante del ataque proteolltico. Por ejemplo la tripsina digiere en enlaces con
residuos cíe Arg o Lys. Estos aminoácidos polares tienen propensión a localizarse expuestos
al solvente, por lo tanto según la accesibilidad se esperarla la presencia de numerosos puntos
de digestión controlada con tripsina, sin embargo típicamente se detecta un número muy
limitado (cg. este trabajo).
El segundo y principal factor que determina la sensibilidad de los puntos de corte
engloba las características estructurales del entorno. La digestión limitada se produce en
regiones accesibles con elevada movilidad. Existe una correlación entre posiciones de ataque
proteolitíco y flexibilidad, entendida esta última por ejemplo como la falta de estructura
definida (cg. (Fontana, Fassina et al. 1986)), En el reconocimento de substratos por serin
proteasas son necesarios grandes cambios conformacionales en los primeros a tres niveles:
orientación de las cadenas laterales, modificaciones en los ángulos • y M’ y movimientos
relativos de elementos estructurales. Este reconocimiento, proteasa-substrato, se ha explicado
001110 un modelo cíe “ajuste inducido”. La alteración radical de la conformación del substrato
así como los grandes movimientos relativos del mismo, necesarios frecuentemente para la
196
Discusión
digestión, hacen que la proteolisis controlada se limite a regiones accesibles, flexibles y
preferentemente proyectadas hacia el solvente (Hubbard, Campbell et al. 1991). Dentro de
estos tipos dc estructuras se incluyen las regiones “bisagra”, bucles proyectados sobre la
superficie o, de forma general, segmentos expuestos carentes de estructura secundaria
dcli nida,
Las regiones “puente” entre dominios estructurales son un ejemplo típico de regiones
sensibles a la digestión. Esto ha llevado erróneamente a considerar los fragmentos producidos
en la proteolisis limitada como dominios estructurales incluso en casos en los que los
fragmentos no se separan. Es más correcto referirse a las regiones secuenciales. de una
prc~teIna en las que no sc local¡zan puntos de proteolisis limitada como “fragmentos
proteolitícos”. Por ejemplo la proteolisis limitada de 0-actina con tripsina se produce en las
posiciones 62-63 y 68-69, y con quimotripsina entre 67-68 (Jacobson y Rosenbusch 1976).
Esta región sensible a la digestión se encuentra en el subdominio 2 de la estructura de la
actina y no es una zona de enlace entre dominios o subdoniinios estructurales (Kabsch,
Mannhcrz et al. 1990). Es un ejemplo en el que no hay correspondencia entre ‘fragmentos
proteoliticos” y “dominios estructurales”.
1.2. 1N1’ERPRErIACIÓN DE LOS PUNTOS POTENCIALES DE PROTEOLISIS
LIMITADA QUE NO SON I)IGERIDOS.
Como se ha indicado anteriormente de [osenlaces que satisfacen la especificidad de
las proteasas, la proteolisis sólo se produce en aquellos que tieneíx una determinada
flexibilidad y accesibilidad. Rosta la interpretación de los puntos potenciales de corte en los
que no sc produce digestión enzimática.
¿Es correcto <[educir que los puntos potenciales de corte no digeridos se localizan en
regiones inaccesibles de la proteína?. La utilización de varias proteasas, que comparten
parcial o totalmente la selectividad de substrato, permite distinguir tres casos. La situación
más general incluye los puntos potenciales de corte que no son digeridos por ninguna
proteasa con esa especificidad. ~ y ¡3-tubulina contienen respectivamente 24 y 21 residuos
de As1~, fuera del extremo carboxilo. Fuera de esta zona sólo se han observado un posible
197
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punto de proteolisis en un residuo de Asp producido por la proteasa VS y ninguno por
endoproteinasa Asp-N.
Un segundo grupo lo constituyen puntos potenciales de corte no digeridos pero que
se localizan en regiones sensibles a proteolisis limitada, próximos a otros puntos de corte.
Endoproteinasa Lys-C digiere el enlace K280-A281 de ct-tubulina, sin embargo el punto
adyacente Y282-H283 no es digerido por quimotripsina, a pesar de ser un punto de corte
potencial de esta proteasa. Además quimotripsina si digiere la fl-tubulina entre Y281-R282,
equivalente a Y282-I1283 de la cadena ~, no sensible,
131 tercer grupo lo constituyen los puntos de corte que son digeridos por— una
determinada proteasa pero no por otra que comparte igual especificidad, Por ejemplo la
endoproteinasa Lys-C digiere la a-tubulina en los puntos K40-T41 y K280-A281. Sin
embargo estos dos puntos, potencialmente sensibles a tripsina, no son digeridos por esta
proteasa.
En conclusión, si se puede afirmar que los residuos de la proteína no accesibles están
protegidos de la digestión. Pero no es correcto suponer que todos los posibles puntos de corte
que no son sensibles a las proteasas se localicen en regiones inaccesibles de la proteína.
2. REGIONES [>EFINIDASSENSIBLES A PROTEOLISIS LIMITADA EN a Y P-
TU BU LINA.
Los puntos de proteolisis limitada de la tubulina no se distribuyen homogéneamente
a lo largo de ambas secuencias. Al contrario, la digestión se concentra en zonas definidas y
delimitadas, como se muestra en las figuras 72 y 73, La utilización de una amplia gama de
proteasas, con diferentes especificidades, refuerza el significado estructural de estas regiones,
La acumulación de los puntos de corte en regiones definidas no se debe a la concentración
de un cierto tipo de puntos sensibles, sino a las características estructurales de las zonas en
que se producen. La proteolisis limitada se produce preferentemente en zonas de la proteína
flexibles y accesibles. Con anterioridad se han descrito tres zonas sensibles a proteasas en
ct y ¡3-tubulina (de la Villa, Andreu et al, 1988). En el presente trabajo se han definido con
mayor precisión estas y otras zonas gracias a un análisis exhaustivo de los productos de la
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Figura 72. Mapa de proteolísís limitada de a-tubulina por 12 proteasas. Cualitativamente se
distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los cortes mayoritarios
y en trazo fino los minoritarios. Los números junto a las flechas indican la posición del primer
residuo tras el corte, se indican entre corchetes las posiciones asignadas putativamente.
Junto a cada flecha se indica entre paréntesis si el punto de corte es sensible en la tubulina
polimerizada en microtúbulos inducidos por taxol (s), si se protege en el polímero (p) o si
sólo se observa en la digestión de la forma polimerizada (M). Los paréntesis a los lados de
las flechas representan la zona de incertidumbre en la ubicación de los puntos de corte. Se
han localizado a partir del peso molecular aparente corregido y la reactividad con los
anticuemos monoespecificos indicados como rectángulos negros en la parte inferior. Los
rectángulos en la parte superior (A, 8, 0 y O) marcan la extensión aproximada de las
regiones sensibles en proteolisis limitada.
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Figura 73. Mapa de proteolisis limitada de Il-tubulina por 12 proteasas. Cualitativamente se
distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los cortes mayoritarios
y en trazo fino los minoritarios. Los números junto a las flechas indican la posición del primer
residuo tras el corte, se Indican entre corchetes las posiciones asignadas putativamente.
Junto a cada flecha se Indica entre paréntesis si el punto de corte es sensible en la tubulina
polimerizada en microtúbulos inducidos por taxol (s), si se protege en el polímero (p) o si
sólo se observa en la digestión de la forma polimerizada {M>. Se han localizado a partir del
peso molecular aparente corregido y la reactividad con los anticuerpos monoespecificos
indicados como rectángulos negros en la parte inferior. Los rectángulos en la parte superior
(A, B, O y O) marcan la extensión aproximada de las reglones sensibles en proteolísís
limitada.
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digestión. Se ha determinado la localización exacta de 18 puntos de corte mediante
secuenciación N-terminal de 25 fragmentos. Los fragmentos de tubulina así identificados se
han empleado posteriormente como un conjunto nuevo y completo de estándares internos de
peso molecular en la determinación realista de los pesos moleculares aparentes de los 94
fragmentos rn secuenciados y que no son complementarios de otros identificados, Esta
determinación precisa del tamaflo aparente de los productos de la digestión, combinada con
cl análisis de la reactividad frente a un extenso panel de anticuerpos con especificidad de
secuencia, ha contribuido a la mejor definición de las regiones de ataque proteolitico
preferencial. Se ha observado la presencia de una cuarta región sensible a la pruteolisis
limitada, no descrita con anterioridad, presente en ambas cadenas. Las regiones se denominan
A, 13, C y D, en orden de localización a lo largo de las secuencias.
La región A es la que contiene el menor número de puntos de corte, A diferencia de
las otras regiones, su localización puede ser distinta en a y ¡3-tubulina (figura 74). En la
cadena a esta región se extiende desde la posición 40 hasta aproximadamente la 61. El grupo
s-amino de la Lys4O de la cadena a es un punto de acetilación post-traduccional. Este
residuo se localiza en la superficie de la proteína, es accesible a la tubulina acetil transferasa
así como a anticuerpos específicos de esta modificación (Greer, Maruta et al. 1985; LeDizet
y Piperno 1991). La predicción de estructura secundaria indica un alto potencial dc bucle y
una elevada accesibilidad del solvente para la región 26-47 de a-tubulina. El tercer punto de
corte en esta región se localiza presumiblemente entre las posiciones 60-61, en una región
con predicción de bucle expuesto. La región 65-97 de la secuencia de cc-tubulina en el estado
no ensamblado es reconocida por el anticuerpo monoclonal TU—Ql (Grim, Breitling et al.
1987; Dráber, Dráberová et al. 1989). bos dos bucles potenciales en los que se produce la
digestión se encuentran a ambos lados del segmento con predicción de lámina fl, aE2.
En la cadena ¡3 esta región está definida por tan sólo dos puntos de corte entre las
posiciones 58-59 y 93-94. La ausencia de puntos de proteolisis en ¡3-tubulina en las
posiciones equivalentes a la región A de la cadena a puede deberse simplemente a las
diferencias de secuencia entre ambas cadenas. Por ejemplo en ¡a región 27-45, con predicción
de bucle expuesto no existe ningún punto potencialmente sensible a endoproteinasa Lys-C.
Sin embargo la localización superficial de esta región está apoyada experimentalmente por
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Figura 74. Reglón A de a- y ¡3-tubulína sensIble a proteolisís limitada. (aa W¡3) regiones 36-
100 de a- y ¡3-tubulina de cerebro porcino. (seo a/p) elementos de estructura secundaria
asignados según el método PHDsec. (num aIp) numeración de los residuos. Las flechas
indican los puntos de digestión controlada. <s) puntos de digestIón sensibles en la proteína
ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol. (*) residuo Lys4O de acetilación post-
traduccional.
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la accesibilidad de la región ¡3(28-38) a anticuerpos específicos en la proteína nativa
heterodimérica (Chéne, Mazarguil et al. 1992). Tras el extremo carboxilo, esta es la región
cte la secuencia de tubulina con mayor variabilidad, que contiene secuencias características
de isotipos (Sullivan y Cleveland 1986).
La región E se localiza sobre y en las posiciones inmediatamente posteriores a los
epitopos a(155-168) y 13(153-165), que están expuestos en la proteína nativa (Arévalo, Nieto
et al. U)90). Se extiende aproximadamente en las mismas posiciones de a y ¡3-tubulina, entre
los residuos 160 y 190 (figura 75). La mayor parte de los puntos de corte se locgtizan en
¡egiones con predicción de estructura de bucle y en menor medida sobre los segmentos de
lamina f3, aES y f3137, equivalentes en ambas cadenas. La accesibilidad de las regiones E
apoya la hipótesis de que los segmentos con predicción de hélice, aH3 y ¡3113, que contienen
el final de la región rica cii Gly, están orientados con el extremo amino hacia el interior de
la proteína, posiblemente participando en el sitio de unión de nucleotido, y el carboxilo hacia
la superficie (figura 83). En el factor de elongación Tu, la secuencia correspondiente al
motivo GxxxxGK(S/T) que interacciona con los fosfatos del nucleotido unido, enlaza un
segmonto de lámina ¡3 con una hélice que se dirige del bolsiLlo de unión del nucleotido hacia
la superficie, dando paso a una región accesible al solvente (la Cour, Nyborg et al, 1985;
Kjeldgaard, Nissen et al. 1993). Un anticuerpo monoespecífico frente a la secuencia de
tubulina ¡3(154-165), próxima a la región E, inhibe el intercambio de nucleotido y el
ensamblaje (Hosse, Thierauf et al. 1987).
La región C contiene el mayor número de puntos de corte y se extiende a lo largo del
segmento de mayor tamaño. Su localización es aproximadamente igual en a y 13-tubulina.
Aproximadamente comprende las regiones 260-340 y 275-360 de a y ¡3 respectivamente. Los
puntos de corte de esta región identificados con exactitud se concentran en dos subregiones
definidas, CA y C~ (figura 76).
En la cadena a se localizan 3 puntos de corte definidos en la región 280-295, que
definen la subregión CA. Tripsina y clostripaina digieren entre las posiciones 339-340 de a-
tubulina, en torno a este punto de corte se localiza la subregión Ch. La predicción de
estructura secundaria para la subregión CA de a-tubulina comprende parte dcl bucle que
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Figura 75. Reglón B de a- y ¡3-tubulina sensible a protealisís limitada. (as a/13) regiones 140-
190 y 136-190 de a- y 13-tubulina de cerebro porcino respectivamente. (seo «/13) elementos
de estructura secundarla asignados según el método PHDsec. (num «/13) numeración de los
residuos. Se han subrrayado las secuencias correspondientes a los epltopos «<155-168) y
¡3(153-165). Las flechas Indican los puntos de digestión controlada. Las lineas discontinuas
son las zonas de probable localizacIón cJe los puntos de corte a que acompañan. (s) puntos
de digestión sensibles en la proteína ensambladá en microtúbulos inducidos por taxol.
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Discusión
enlaza el segmento de lámina fi aUl 1 con la hélice antipática aI-17. El bucle presenta des
regiones con predicción de accesibilidad del solvente marcada y diferente, hasta la posición
277 predomina el carácter ocluido, a partir de esta posición la accesibilidad asignada es
elevada. 131 punto de corte se localiza en la fracción potencialmente accesible del bucle. Los
dos puntos de corte, 290-291 y 294-295, localizados en la hélice al-U, están espacialmente
orientados hacia el mismo lado de la hélice. En la figura 77 se ilustra la posible estructura
secundaria cíe la subregión CA. La subregión C~ se localiza aproximadamente entre las
posiciones 337-340, para las que se predice una estructura de bucle con altos valores de
accesibilidad del solvente, en concordancia con los resultados experimentales. Este b’ticl~ une
la hélice aH9, con carácter antipático y predominio de la superficie expuesta al solvente, con
el segmento cíe 1 (un i na ~3,aB 13.
En la cadena fi la subregión CA se extiende aproximadamente entre las posiciones 275
y 283. Para esta subregión se predico una estructura secundaria flexible y elevada
accesibilidad del solvente. Al igual que ocurre en a—tubulina, tras este bucle aparece una
potencial hélice a., ¡3117, con carácter antipático. A diferencia de la cadena a, no se han
localizado puntos de proteolisis limitada en este hipotético elemento estructural. Por similitud
de secuencía y potencial de estructura secundaria y accesibilidad, se supone que esta
subregión adopta una estructura espacial similar en ambas proteínas (figura 77). La subregión
C,, de (3-tubulina se localiza en las inmediaciones del punto de corte 354-355 producido por
elastasa, Esta región presenta bajo potencial de estructura secundaria. La sensibilidad a las
proteasas sugiere que el pequeño segmento de lámina ¡3, ¡3E16, en cuyas proximidades se
produce la digestión con elastasa, puede ser en realidad una región con escasa rigidez
estructural.
El resto de los puntos de corte de la región C de a y ¡3-tubulina se han ubicado
aproximadamente, a partir del peso molecular aparente corregido de los fragmentos que
producen, entre ambas subregiones. Es posible que estos puntos se localicen concentrados en
torno a las dos subregiones.
La región carboxilo terminal es sensible al ataque de diversas proteasas y constituye
la región O (figura 78). Se extiende aproximadamente por los 20 últimos residuos de a-
tubulina y los 50 últimos residuos de ¡3-tubulina. El número de puntos de proteolisis limitada
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(b)
FIgura 77. Repmsentaclón esquemática de una posible estnictum de las reglones 278-295 de Cx-
tubulina (a) y 275-293 de 13—tubulina (b). Estas secuencias forman parte de las subregiones de ataque
proteolltico preferente 0A en ambas proteínas. Las flechas Indican los puntos de digestIón y junto a
ellas se índica la proteasa que los digiere; entre paréntesis se indica si el punto es sensible en la
proteína ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol <~) o si se proteje en la forma polimerizada
(p). La representación se ha efectuado sobre un plano exclusivamente con el fin de dar claridad a la
¡lustración, y no presupone que esta sea la orientacIón espacial de los dos elementos: bucle y hélice-
a.
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Figura 76. Reglón D de «- s’ 13-tubulina sensible a proteolisis iiniitada. <aa ct/13) regiones 390-451 y
380-445 de a- y J1-tubulina de cerebro porcino respectivamente. <sec cc/jI) elementos de estructura
secundarla asignados según el método PHDsec. (num a/JI) numeración de los residuos. Se han
subrrayado las secuencias correspondientes a los epitopos ct<41 5443) y 13<412421). Cada abreviatura
de una proteasa correspondo a un punto de corte, las flechas indican su localización mas probable.
Las lineas discontinuas son las zonas de probable localIzación de los puntos de corte a que
acompañan. (s) puntos de digestión sensibles en la proteína ensamblada en mlcrotúbulos Inducidos
por taxol. (p) puntos de digestión protegIdos en la forma polimerizada (M) puntos de digestión
observados sólamento en la forma ensamblada.
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Discusión
es mayor en la región 13 dc la cadena ¡3, 10 puntos, que en la cadena a, 4 puntos. De lo
anterior se deduce una diferencia de sensibilidad entre los extremos carboxilo de ambas
proteínas, tanto en extensión de la región como en su susceptibilidad al ataque proteolitico.
Con anterioridad so ha descrito que la subtilisina digiere la subunidací fl en el extremo
carboxilo con una velocidad 3 a 4 veces superior que la subunidad a (Bhattacharyya, Sackett
et al. 1985; Sackett y WolFf 1986; Paschal, Obar et al. 1989; Melki, Kerjan et al. 1991;
Redeker, Melki cl al. 1992).
Está comúnmente aceptado que los extremos carboxilo de a y ¡3-wbulina son regiones
altamente flexibles y expuestas al solvente. Son regiones implicadas en las interacciones con
MAPs y motores ¡nicrotubulares, y son accesibles a enzimas implicadas en la modificación
post-traduccional de tubulinas, que se producen mayoritariamente en esta región. Epitopos
localizados cerca de los extremos carboxilo son reconocidos por anticuerpos específicos en
la tubulina heterodimérica y en formas polimerizadas de la misma (Breflhing y Little 1986;
de la Viña, Andreu et al. 1988; Arévalo, Nieto et al. 1990; de Inés 1995). Se ha propuesto
que la accesibilidad de los extremos carboxilo se debe a ser regiones que estructuralmente
se proyectan sobre la superficie de la proteína hacia el solvente (Sackett y Wolff 1986), si
bien la extensión de esta afirmación debe ser matizada,
La predicción de estructura secundaria indica la presencia de sendas hélices, al-II 1
y ~Ul 2, en el extremo carboxilo de las dos cadenas. Tras las hélices sc extienden dos
pequeñas regiones tenninales con bajo potencial de estructura secundaria, de 10 y 7 residuos
en la a y la j3-tubulina respectivamente. 131 estudio por dicroísmo circular de la estructura
secundaria de péptidos de expresión y de síntesis correspondientes a las regiones carboxilo
terminal indica una baja co,uribución de estructura a-hélice en tampón acuoso neutro, pero
confirma un elevado potencial de estructura a-hélice (Reed, 1-lulí et al. 1992; Evangelio
1995).
Los ¡untos de ataque proteolítico en la cadena a se localizan en la porción final de
la hélice allí 1, en la cual el potencial helicoidal decae. La ausencia de cortes cii posiciones
de la secuencia más internas confirma la rigidez estructural de la región con predicción de
estructura helicoidal, a pesar de predominar el carácter expuesto al solvente de sus residuos.
En ¡3-tubulina la digestión se produce mayoritariamente en el final de la hélice
potencial ¡3H12, con elevada predicción de accesibilidad del solvente. Dos puntos de corte,
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producidos por subtilisina y la proteasa VS respectivamente, se localizan en el interior de la
hélice 131112. La presencia de cortes en el interior del segmento ¡3H12 puede indicar que no
se trata de una única hélice de grau tamaflo, con una longitud total entre 3.5 y 5.0 nm, sino
de al menos dos hélices unidas por un pequeño bucle sensible a la proteolisis. Otros dos
puntos producidos por las mismas proteasas se localizan en torno a la posición 400, en el
bucle que precede a la hélice o sobre el segmento de lámina extendida ¡3E15.
El estudio de la accesibilidad del solvente indica un predominio del carácter expuesto
en las regiones do las hélices aHí 1 y ¡3H12. Así mismo se aprecia un carácter anfipático en
aproximadamente los dos primeros tercios de ambas hélices, con un lado minoritario de la
hélice co¡i residuos ocluidos. En consecuencia las hélices podrían interaccionar con el resto
de la proteína a través de la pequeña cara ocluida, y no estarían totalmente proyectadas fuera
de la misma hacia el solvente. Esta interacción explicarla la estabilización de la estructura
cíe a-hélice, a penas observada en los fragmentos en solución (Reed, Hulí et al. 1992;
Evangelio 1995). Al menos hasta las posiciones a435 y ¡3430, las regiones carboxilo están
significativamente estructuradas. Las posibles regiones con alta movilidad y proyectadas hacia
el solvente se limitarían a aproximadamente los últimos 15 residuos de ambas cadenas.
3. PROTEOLISIS LIMITADA DE MICROTÚBULOS INDUCIDOS POR TAXOL
3.!. CONSECUENCIAS ESTRUCTURALES DEL ENSAMBLAJE.
En el ensamblaje de tubulina en microtúbulos inducidos por taxol hay 3 causas
potenciales de modificación de la accesibilidad en las moléculas de tubulina: la oclusión de
superficies debida a contactos intermoleculares, cambios en la estructura consecuentes al
ensamblaje y el efecto directo de la unión del ligando.
lina diferencia substancial entre la tubulina heterodimérica y ensamblada en
microtúbulos es la extensión de la superficie de la proteína accesible al splvente y a sondas
como anticuerpos y proteasas. El ensamblaje de los microtúbulos conlíeva la oclusión de 3
tipos de áreas, relacionada cada una con una hipotética etapa de ensamblaje: formación de
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1,rotofilaíiierxtos. agregación laicral de los mismos y cierre de la estructura cilíndrica.
En las interacciones a lo largo de un mismo protofilaniento se ocluyen la regiones
implicadas en los contactos longitudinales entre heterodímeros. Por analogía se puede
establecer que la región de (X—tubulina implicada en estas interacciones longitudinales es
equivalente a la región de ¡3-tubulina implicada en los contactos entre monómeros de tubulina
en el heterodimero afl y viceversa (Aróvalo, Nieto et al. 1990).
En las interacciones entre protofilamentos se ocluyen dos caras de la molécula de
tubu lina. En el modelo de estructura de microtúbulos inducidos por taxol en solución, el
contado entre moléculas de protofilamentos adyacentes no es uniforme. Existen- dos
cavidades en la densidad electrónica entre protofilamentos, una desde la luz del microtúbulo
y otra más profunda desde el exterior, que originan el contraste entre protofilamentos
(Andreu, Bordas et al, 1992). Sin embargo a efectos de accesibilidad de las proteasas, debido
al impedimento estérico las superficies de interacción lateral se pueden considerar como
ocluidas (figura 79)
La tercera superficie de la molécula de tubulina cuya accesibilidad se ve afectada por
el ensamblaje es la orientada hacia la luz del microtúbulo, La accesibilidad de una
determinada sonda a esta superficie está condicionada por su capacidad de difundir por el
lumen, y ésta es función de las dimcnsiones de la sonda. En elestudio de accesibilidad de
anticuerp.s monoespecificos a la tubulina ensamblada en microtúbulos se supuso que el
lumen no es accesible. La difusión de las moléculas de inmunoglobulina—G, cada uno de
cuyos fragmentos Fab tiene aproximadamente igual masa que los monómeros de tubulina,
en el lumen estaría impedida estéricamente (Arévalo, Nieto et al. 1990).
Con el fin de determinar la accesibilidad de las proteasas empleadas al interior de los
niicrotubulos se puede estimar la dimensión aproximada de las proteasas, suponiendo
simplemente simetría esférica. 131 radio de la esfera equivalente hidratada (R,1) tiene en cuenta
las moléculas de agua unidas a la proteína. Supon¡endo simetría esférica el valor de R1<, en
cm, es función de la masa molecular (Iv!) (Tanford 1963):
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1% 4n1% )
Donde N<> es el número de Avogadro, 6.02x1023. O~ es el volumen especifico parcial
de la proteína, se l)uede asignar un valor promedio de 0.73 cm g”. 6~ es el grado de
hidratación, se puede tomar como valor común para la mayoría de proteínas 0.35 g “2v por
g proteína Q es el inverso de la densidad del agua. Se ha calculado el radio de hidratación
cíe las dos proteasas cíe mayor y menor masa molecular (tabla 35).
Tabla 35. Radios de stokos y de hidratación calculados para papaína y termolisina.
Proteasa Peso Molecular <kD) Radio de hidratación (nm)
Papaína 23.0 2.14
Termolisína 37.5 2.52
Siendo el radio interior (R
1~1) de los microtúbulos inducidos por taxol ca. 7 nm, debido
al impedimento estérico las proteasas podrán ocupar un cilindro cuyo radio (R4~1~ es la
diferencia entre el radio del lumen y el radio de la proteasa (R11):
Rd¡r Rrn¡ — Rir
Según los R,1 calculados (tabla 35), el RdIr varia entre 4.5 y 4.9 nnt Corno se observa
estas dimensiones son del mismo orden del propio tamafio de las partículas que se supone
han de difundir por él. De forma cualitativa podemos suponer que la difusión de las proteasas
en la luz del microtúbulo está impedida. En resumen hemos supuesto que la superfióie de la
tubulina orientada hacia el interior de los microtúbulos no se ve sometida a la acción de las
proteasas, o sj a caso lo está en mucha menor medida que la superficie externa.
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4Figura 79. RepresentacIón esquemática de las reglones de tubulína accesIbles y ocluidas en
el modelo propuesto por Andreu y col, (1992> cte los mlcmtúbulos Inducidos por taxol en
solución, a partir de datos de dispersión de rayos-X. <a) Contorno de la estructura de la mitad
de un microtúbulo en sección transversal en la que se distinguen 6 monómeros. A la
resolución del modelo no se aprecian diferencias estructurales entre los monómeros de a-
~13-tubulina. En la representación se ha supuesto que todos los monómeros se sitúan en el
mismo plano como simplificación gráfica, y su utIlización se limíta a Ilustrar las posibles áreas
de localización de los residuos según la accesibilidad de las sondas a los mismos. El
‘fi
tamaño de la circunferencia que se muestra Junto a la cavidad externa entre protofilamentos
corresponde al tamaño <hidratado> equivalente de una proteína con el peso molecular de la
4
papaína <la menor de las proteasas utilizadas>; da una idea de la superficie del microtúbulo
explorada por las proteasas. Se distinguen 3 tipos de áreas: las zonas 1 indican una posible
4
localización de las reglones que participan de los contactos laterales entre protofilamentos
y se encuentran próximas a la superficie del microtúbulo, definida esta última por la
accesibilidad de las sondas. Las zonas II comprenden la superficie accesible próximas a las
anteriores de contactos laterales. La zona III es la superficie externa central, (b) Contorno
¡2
de 3 protofilamentos adyacentes de la pared de un microtúbulo, visualizados desde el y
exterior y desarrollados sobre el plano, se muestran 12 monómeros de tubulina a o jI. En
esta representación no se presupone un tipo de hélice A o B. Las áreas 1, II y III
corresponden a las Indicadas en la parte superior de la figura. La barra representa 4 nm
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Un segundo efecto posible debido al ensamblaje es la modificación estructural de la
proteína. La elasticidad de las cadenas polipeptídicas apunta a su modificación como
consecuencia de interacciones intramoleculares. El sistema de actina es un ejemplo de cambio
conformacional ligado a la polimerización. Holmes y col, han propuesto un modelo de F-
actina obtenido a partir del refinamiento del modelo de 0-actina unida a DNAsa 1, resuelto
por el mismo grupo. Entre otras modificaciones, en F-actina se observa una reorganización
de la zouia de unión a DNAsa 1 en el subdominio 2 y del bucle 262-274 respecto al modelo
(le G-actina. Se ha propuesto que ambas zonas participan en contactos intrarnoleculares
(Knbsch, Mannherz et al. 1990; Lorenz, Popp et al. 1993). La alteración conforniacional
puede producir tanto protección de puntos de corte por oclusión, estabilización o aumento
de la rigidez, como exposición de nuevos puntos de ataque proteolítico. Se puede suponer
simplificadamente que los cambios estructurales afectan con mayor probabilidad a tas
regiones implicadas en los contactos intermoleculares, y que se extienden menos a otras
partes de la mo 1 écul a.
131 estudio de la estructura secundaria de tubulina mediante espectroscopia Raman
indica la existencia de una diferencia conformacional entre la forma heterodimérica y
ensamblada en microtúbulos, siendo la estructura de esta última muy parecida a la de
tubulina con GDP en el sitio de nucleotido intercambiable (tubulina-GDP) (Audenaert,
Heremnas et al. 1989). Los patrones de proteolisis limitada de tubulina-GDP son similares
a los observados para la forma GTP (datos no presentados). Suponiendo que la estructura de
la forma tubulin-ODP no ensamblada es equivalente a la de la tubulina ensamblada en
mícrotúbulos, mayoritariamente constituido por tubulina-GDP, podemos deducir que las
diferencias de sensibilidad a proteasas no se deben a este presunto cambio estructural,
Un tercer proceso que puede afectar a la accesibilidad de las proteasas es la unión del
ligando por si mismo y no por la polimerización que induce. A su vez se pueden diferenciar
2 efectos derivados de la unión del taxol. Por un lado el ligando podría obstaculizar la acción
de las proteasas por impedimento estérico. Por otro lado la unión del taxol podría fijar una
conformación, reduciendo su flexibilidad y la consiguiente sensibilidad al ataque de las
proteasas.
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.3.2. ZONAS SENSIBLES AL ATAQUE PROTEOLÚHco EN MKROTÚBULOS:
TOPOLOGÍA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LOS MICROTÚBULOS.
Los puntos de digestión controlada de a-y ¡3-tubulina heterodiméricas localizados en
las regiones A y B, son igualmente sensibles al ataque proteolitico en la proteína ensamblada
en microtúbulos inducidos por taxol.
La localización del punto de digestión de a-tubulina K40-T41, y su adyacente T41-
142, está de acuerdo con la acetilación de la tubulina ensamblada en el residuo aLys4O, y la
unión a microtúbulos de anticuerpos específicos de esta modificación posí-traduccional
(Cireer, Maruta et al. 1985; LeDizet y Piperno 1991).
Anticuerpos específicos frente a la región a(155-168) no se fijan a microtúbulos
ensamblados ¡u vino ni a microtúbulos celulares, en cambio anticuerpos frente a la región
homóloga 113(153-165) sI está expuestos en los polimeros (Arévalo, Nieto el al. 1990). Estos
epitopos se localizan adyacentes a las regiones proteoliticas B. Contrasta la accesibilidad de
los puntos de proteolisis limitada de la región U de la «-tubulina, con la oclusión del epitopo
a(155-168) en la forma ensamblada. Esta diferencia puede deberse al distinto tamaño de la
sonda. El fragmento Fab de los anticuerpos tiene un peso molecular próximo a 50 kDa
mientras que las proteasas emplóadas oscilan entre 23 y 37.5 lOa de peso molecular. Se ha
propuesto que cl tamaño de las inniunoglobulinas impide su acceso a las cavidades de la
superficie de los microtúbulos (Arévalo, Nieto et al. 1990). El menor tamaño molecular de
las proteasas permitirla una mayor penetración de estas sondas en dichas cavidades. Hemos
supuesto que la superficie de la tubulina ensamblada explorada por las proteasas es mayor
que la accesible a las inniunoglobulinas. En el modelo de la estructura en solución de los
núcrotúbulos inducidos por taxol, las cavidades de la superficie microtubular se localizan
entre las subunidades de tubulina (Andreu, Bordas et al. 1992). En consecuencia el epitopo
a( 155-168) se sitúa en las inmediaciones de los contactos entre protofilanientos, pero no está
totalmente ocluido por las interacciones laterales. Por analogía el epítopo ¡3(153~165) se
localiza espacialmente en una región equivalente da la subunidad 1~. Sin embargo bien por
estar más accesible o por ser distinta la naturaleza del anticuerpo ensayado, este epitopo es
reconocido en los microtúbulos celulares y ensamblados in vftro (Arévalo, Nieto et al. 1990).
Mayoritariamente los puntos de corte de la región C de a- y 13-tubulina son sensibles
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a la pr~teol¡sis en los microtúbulos, Y Cii Consecuencia esta región se extiende principalmente
í.~or la superficie dc la proteína expuesta en la pared externa de los microtúbulos. Sin
embargo en esta regiÓn también se localizan todos los puntos de corte que se protegen con
el ensamblaje. Los 5 puntos protegidos se agrupan en dos regiones definidas y de extensión
limitada. En la subregión C,., el enlace K280-A281 de la cadena a, y los enlaces Y281-R282
y R282-A283 de jI están protegidos en los microtúbulos. Estos residuos se localizan en una
región con predicción de estructura de bucle, en concreto en una segunda mitad con
píedíccion (le elevado nivel de exposición al solvente. La zona protegida del ataque
Iiti en esta muy 1 mi tada secuencialmente. 1-lacia el extremo mu mo, en la cadena ¡3 el
enlace U277-S278 es digerido por la bromelaina en la forma ensamblada, 1-lacia el extremo
carboxílo, en la cadena a los puntos de corte E290-1291 y A294-C295, situados en una hélice
potencial antipática, son procesados en el polímero. La región del bucle que se ocluye
durante la políníerizacion está proyectada dentro de una de las zonas de contactos laterales
entre protoflíamentos. Las regiones que las flanquéan se localizan en la superficie de los
monómeros expuestos al solvente, So puede descartar Ja participación de este bucle en los
contactos longitudinales dentro de un mismo protofilamento, ya que la protección se produce
de forma eíuivnlente entre las dos cadenas, a y ¡3. Si participaran en los contactos
longitudinales sólo se ocluiría la región de una de las cadenas, ya que por homología
estructural y dc orientación del monómero la otra región participaría en los contactos que se
establecen entre dos monómeros de un mismo heterodimero. El otro punto de corte interno
protegido se localiza en la región C11 de la cadena a, entre los residuos R339-T340. En la ¡3-
tubulina el enlace K336-N337 es un posible punto de proteolisis por endoproteinasa Lys-C,
si bien su asignación no es inequivoca (ver resultados). En la digestión con tripsina de a-
íubul,n¡t ensamblada además de protegerse el enlace R339-T340, aparece un nuevo punto de
corte minoritario, probablemente localizado entre K326-D327 o K336-T337. La oclusión de
un punto de corte y la aparición de otro, cercano aunque minoritario, descarta que la
protección se produzca por localización del enlace a R339-T340 en el lumen del microtúbulo
o en zonas muy profundas de su pared. En esta región se localiza la hélice potencial aH9,
con una longitud máxima aproximada de 1.8 nm. Se sitúa en una de las zonas de contacto
longitudinal o lateral, en la cuarta parte más externa de estas áreas.
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El electo del ensamblaje sobre la sensibilidad proteolítica de las regiones carboxilo
terminal es diferente en a- y 9-tubulina, EL la cadena a la región D se extiende en los
últimos 15 a 20 aminoácidos de la proteína (ver antes). De los 5 puntos de ataque
observados, como consecuencia del ensamblaje se protegen 3 y otros 2 continúan accesibles
a las proteasas. Se observa cierta correlación entre la protección a la digestión y la
localización propuesta de 2 de estos puntos, al final de la a-hélice ah 1. Por el contrario los
2 puntos de digestión no alterados por el ensamblaje se localizan en la cola carboxilo
terminal, tIc aproximadamente 10 residuos de extensión, con predicción de estructura
secundaria desordenada y altamente expuesta al solvente, presuntamente proyectada-fuera de
la superficie de la proteína.
La región 1) de la ¡3-tubulina se extiende hasta posiciones más internas que la de la
cadena a (ver antes). Al contrario de la zona carboxilo terminal de la cadena a, en la forma
ensamblada aumenta la sensibilidad del extremo carboxilo de ¡3-tubulina. Sólo se observa un
único punto de proteolisis (producido por bromelaina) aparentemente protegido durante la
polimerización. Realmente no se puede asegurar que la disminución de los fragmentos
debidos a este corte, observada en la digestión de la forma polimerizada (ver resultados), se
deba exclusivamente a una protección de este enlace. Se podría explicar por un aumento de
la sensibilidad del punto de corte que esta misma proteasa produce en una posición más
interna. La digestión controlada con papaína presenta un comportamiento característico sobre
la forma polimerizada; se detecía la presencia de al menos 2 puntos de digestión en la región
1) de la Il-tubulina, no observados al digerir la proteína heterodimérica. Se concluye que la
región carboxilo terminal de la ¡3-tubulina no sólo mantiene su sensibilidad al ataque
proteolítíco al polimerizar en niicrotúbulos inducidos por taxol, sino que además es más
sensible a dicha digestión. Este resultado es coincidente con el aumento de la sensibilidad
a subtilisina de al menos un sitio de digestión en el extremo carboxilo de 13-tubulina
polimerizada (Lobert y Correia 1992), y con el aumento en la diferencia de sensibilidad a
subtilisina del extremo carboxilo de las cadenas a y j3, favoreciendo la proteolisis de la 1~
frente a la a, cuando la tubulina está ensamblada en microtúbulos (MelIá, Kerjan et al. 1991).
La localización probable en los microtúbulos de los residuos de la superficie de la
tubulina se resume en las tablas 36a y 36b.
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posiblemente adyacentes a la zona de contacto
posiblemente adyacentes a la zona de contacto
posiblemente adyacentes a la zona de contacto
Tabla 36a. Localización de residuos superflclales de «-tubulina en los mlcrotúbulos.
Residuos Accesibilidad0 Localización probable en los microtúbulos
K40, T41,142 E Cara externa.
¡<59, HGO E Cara externa.
0160, Y1GI E Cara externa,
lateral.
EIGB, ÑOS E Cara externa,
SIlO latoral.
8178, TilO E Cara externa,
AlBO, V181 lateral.
K280, A281 O Zona de contacto entre protofilamentos, adyacente a la cara
externa.
E290, 1291 E Cara externa, posiblemente adyacente a la zona de contacto
A293, C294 lateral.
R339. T340 O Ocluido, en la fracción más externa de la pared del
microtúbulo.
de residuos según la sensibilidad de los enlaces en que participan:
en el que IntervIenen es sensible en los microtúbulos y ocluido (O) sí
• Se han definido dos tipos
expuestos (E) sí un enlace
está protegido.
Tabla 3Gb. LocalIzación de residuos superficiales de p-tubulina en los mlcrotúbulos.
Residuos Accesibiilda& LocalizacIón probable en los microtúbulos
K58, Y59 E Cara externa.
G93. Q94 E Cara externa.
F167. 8168 E Cara externa.
K174,V175 E Cara externa.
Y183, N184 E Cara externa.
G277, 8278 E Cara externa, adyacente a la zona de contacto lateral.
Y281, R282, O Zona de contacto entre protofilamentos, adyacente a la cara
A283 externa.
C355. 0356 E Cara externa.
Se han definido dos tipos de resIduos según la sensibIlidad de los enlaces en que participan:
expuestos (E> sí un enlace en el que intervienen es sensible en los microtúbulos y ocluIdo (O) si
está protegido.
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4, PROI’I«)I~lSIS LIMITAI)A DE TUI3ULINA EN PRESENCIA DE Zn2~.
4.1. CAMillO CONFORMACIoNAL INDUCIDO POR Zn2t
El espectro de dicroísmo circular, en el ultravioleta lejano, de tubulina en tampón 100
mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCI
2, 0.1 mM GTP, 0,3 mM ZnCI2, pH 6.5, es
s¡gníflcativa¡iieníc diferente del observado en tampón fosfato neutro. Se ha interpretado que
este efecto es consecuencia de un cambio en la estructura secundaria promedio de la tMbulina,
En ausencia de Zn
2’, en tampón con 100 mM MES y 3.4 M glicerol, no se observa
este cambio. lAn presencia de Zn2 si se observa una dependencia del efecto en la presencia
(le glícerol y la concentración de MES, siendo la modificación apreciable por encima de 40
mM MES.
Melki y Carlier (Melki y Carlier 1993) han estudiado el equilibrio de unión de Zn2~
a tubulina en unas condiciones similares a las empleadas en este trabajo: tampón 100 mM
MES, 30% glicerol, pH 6.8, con una concentración de OIP variable entre 5 y 15 pM, y
ausencia de Mga, si bien la concentración residual de Mg2~ no se especifica en dicho trabajo.
lían propuesto un modelo de unión a tubulina dimérica con 2 sitios de alta afinidad y 12
sitios (le baja afinidad, con constantes cte disociación a 40 C KDI=S pM y K
0,2=400 pM,
respectivamente. Empleando estos valores de las constantes de disociación para la unión de
1n
2’ a tubulina y la constante de disociación de la unión del Zn2~ a OIP de 11 pM (Sigel
1977; Correin, ]3aty et al. 1987), se ha calculado la relación entre la concentración de Zn~
libre y total según la siguiente ecuación:
[VB] 2 12[) + [ZnJ(2W <(2W + [arr] o(~+~J~ 1+ K~,
2 ¡
En este modelo no se considera del Mg
2~ presente, que por su potencial unión al
MES, la tubulina y el OIP podría afectar significativamente los equilibrios de unión del Zn2~
con éstos dos últimos. La unión al MES es despreciable en estas condiciones ya que ]a
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constante de tlísnciacion de este equilibrio es ca, 158 mM (Good, Winget et al. 1966). A la
concentración de MgZ~ total determinada, ca. 144 hM, la tubulina une aproximadamente 2
¡roles de Mg’ íwr mol de beterodimero a¡3, correspondiente a los sitios de alta afinidad (G.
Rivas comunicación personal). Como la concentración de proteína es 20 jiM, estarán unidos
ca. 40 pM de Mg». El Zn» no desplaza al Mg2~ unido a los sitios de alta afinidad (Sagle,
Zonibola el al 1983). Por último queda estimar el efecto de la unión del Mg» al G-TP sobre
la unión del Zn» al nucleotido. 131 Mg2’ se une al GTP con una constante de disociación ca.
35 mM ((‘orícia. l3aty et al. 1987), es decir aproximadamente 3 órdenes de magnitud más
débil que la unión del Zn». La concentración total de Mg» empleada, ca. 100 jiMde~pués
dc sustraer el Mg» unido a la tubulina, es del mismo orden de magnitud que el rango de
concentraciones cíe Z¡i2~ en el que se observa el cambio en la seflal de dicroísmo circular. Al
¡nonos para concentraciones de Zn» similares o mayores a las de Mg», el desplazamiento
en la union del Zn» al Gil’ por el Mg2’ puede despreciarse sin introducir un error
significativo en el modelo.
La concentración libre cíe Zn» presente en las condiciones en que se midió el
dicroísmo circular, varié entre ca. II pM y ca. 280 hM, correspondientes a 0.1 y 0.5 mM
de Y.n2’ total, respectivamente (figura BOa).
El estudio de la dependencia del cambio en la selial de dicroísmo circular con la
concentración de Zn» muestra una clara transición entre 0.1 mM y 0.2 mM. A 0,1 mM de
¡~~2’ total le corresponde una concentración libre <le ca. 11 pM a la cual están ocupados
aproximadamente el 69% de los sitios de alta afinidad y menos del 3% de los de baja
afinidad (figura 8Gb). A 0.2 mM de Zn» total la concentración libre calculada es ca. 48 pM,
están ocupados aproximadamente el 9l0/o de los sitios de alta afinidad y aproximadamente
el II 94 <le los de baja afinidad. El cambio con~rmacional inducido por la unión de Zn2~, en
presencia de MUS y glicerol, parece estar asociado con la unión del catión a unos pocos
sitios <le baja afinidad.
A baja temperatura el cambio detectado en la seflal de dicroísmo no está relacionado
con un proceso dc polimerización u oligonierizacióii, al menos hasta 2 mM de Zn» total no
se ha detectado la presencia de especies de agregación. Sin embargo la forma en presencia
de Zn»~MliS.glicerol parece estar relacionada con la polimerización en hojas. Las hojas
inducidas por Zn2 no se forman en un rango bajo de concentraciones de Zn2~ en el que el
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Figura 80. Representación de la relación teórica entre la concentración libre de Zn2 y la
concentración total en tampón 100 mM MES, 3,4 M glicerol, 0.1 mM GTP, pH 6.5, en
presencia de 2.0 mglml de tubulina (panel a), y el número de moles de Zn2 unido por mol
de dímero de tubulina (panel b). Se ha considerado un modelo con 2 sitios de unión de alta
afinidad y 12 sitios de baja afinidad <Melkl y Carlier, 1993).
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catión se une exclusivamente a íos sitios de alta afinidad, por debajo de 150 gM Zn2 total
(Melki y Car lier 1993). En ausencia de glicerol, condiciones en las que no se detecta cambio
en la señal de dicroísmo, si hay formación de polimeros. Funcionalmente las hojas inducidas
por 2n2 en ausencia de glicerol son diferentes a las obtenidas en presencia de este
cosolvente. Sin gliecrol la concentración crítica es mayor y los polimeros son muy sensibles
a la despolimerización por irlo. Podría existir una diferencia estructural entre ambos tipos de
hojas inducidas por Zn». Se ha descrito la formación de dos tipos de polímeros de tubulina
en presencia de Zn» según las condiciones de íolimerización (Wolf, Mosser et al. 1993).
Es dificil precisar la naturaleza del cambio conformacional. El análisis— de los
espectros de dícroismo circular mediante métodos de deconvolución, tanto lineales corno no
lineales, rinde resultados ambiguos y contradictorios según el método empleado (datos no
presentados)
Un la bojas inducidas por Zn» tras la hidrólisis del nucleotido se l ibera el fosfato y,
sin embargo, al contrario de los que ocurre en los microtúbulos, su sitio es inaccesible a los
analogos AIEA y l3cVy.H
20. Se ha propuesto que de alguna forma, y al menos en el entorno
del sitio intercambiable (lo nucleoddo la conformación de la tubulina en las hojas inducidas
por Zn~ es di fererite de la conformación de la tubulina en los microtúbulos (Melki y Carlier
1993).
La existencia de un cambio conformacional concomitante con la polimerización en
hojas inducidas por Zn» puede plantear cierta ambigñedad en la interpretación de los
resultados de proteolisis limitada., sin embargo esta es sólo parcial. Se pueden distinguir 3
casos. (1) Aquellos puntos de corto que son accesibles en la tubulina no polimerizada y en
las hojas, en este caso a pesar do poder existir tina variación en la estructura estos residuos
sabemos que se localizan en la superfiéie de la proteína accesible en el polímero. (2)
Aquellos puntos dc corte que sólo se observan en la digestión de la forma ensamblada, se
deduce que los residuos implicados en estos puntos hipotéticos también se localizan en la
superficie de la proteína accesible en el polímero y además que estarían implicados o
afectados por el cambio en la estructura secundaria. (3) Aquellos puntos de corte que se
protegeíi en la digestión do la tubulina polimerizada; es el único caso que puede presentar
ambiguedad en la interpretación, ya que la protección podría deberse a estar ocultos en una
de las zonas de interacción lateral O longitudinal, o estar protegido por la modificación
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estructural En este último caso la combinación de la información proteolítica de la tubulina
ensamblada en microtúbulos inducidos por taxol permite suponer, si el punto de corte se
protege en ambos polimeros, su localización en las zonas de contacto longitudinal o lateral.
EstO no excluye que en las regiones de contacto pueda existir alteración de la estructura entre
ambos polinieros (ver más abajo la interpretación de las consecuencias de la polimerización
en la accesibilidad).
La posible existencia de un cambio conformacional en la tubulina polimerizada en las
hojas inducidas por Zn» tiene implicaciones más allá del presente estudio. Aunque estos
polinieros no aparecen ¡a vivo, son utilizados frecuentemente para estudiar la estructura de
la tubulina (cg. (Amos y liaker 1979; Arévalo, Nieto eL al. 1990; Nogales, Wolfet al, 1995))
y sus interacciones con otras proteínas como los motores n,icrotubulares (Kamimura y
Mandelkow 1992; Sangliamitra, Wolf et cl. 1995). Aunque la estructura de la tubulina en
estos polinieros difiera, incluso significativamente, de la del heterodírnero en solución o
ensamblada en microtúbulos, estos trabajos no están invalidados; pero cualquier extrapolación
de las conclusiones estructurales deberla tener en cuenta que parece tratarse de estados
conformacionales distintos cíe la proteína.
4.2. PRO’IE() 1 .IS 15 LIMITA DA DE TU BU L1NA~Z&tGLICEROL NO POLIMERIZADA.
El patrón de proteolisis de la a- y la fl-tubulina, digeridas por aquellas proteasas que
conserva¡i su actividad en presencia de Zn2, en tampón 10 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1
mM MgCI,, 1 mM OIP, 0.3 mM ZnCI
2, pH 6.5 es muy similar al observado en tampón
fosfato con 6 mM MM
2F en ausencia de Zn2’ y glicerol. Se observan aproximadamente los
mismos sitios de corte, con igual distribución en 4 regiones de digestión preferencial (figura
81 y 82).
A pesar de ollo es posible apreciar dos diferencias, en la digestión de las cadenas a
y fi respectivamente. En ambos casos estas alteraciones se localizan en la región proteolitica
en el extremo carboxilo. En la digestión de a-tubulina con elastasa es característica la
aparición de un nuevo punto de corte en esta región. En la fl-tubulina, de los 3 puntos de
corte producidos por subtilisina en la región carboxilo terminal, sólo sc detectan 2 en estas
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Figura 61. Mapa de pmtaollals límhada de a-tubullna en pmBencia de Zn~, por 7 proteasas.
Cuelitativamente se distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los
cortes mayoritarios y en trazo fino los minoritarios. Los números junto a las flechas Indican
la posición del primer residuo tras el corte. Junto a cada flecha se Indica entre paréntesis si
el punto de corte es sensible en la tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y
glicerol <s) o si se protege en el polímero (p). Los paréntesis a los lados de las flechas
representan la zona de Incertidumbre en la ubicacián cte los puntos de corte. Se han
localizado a partir del peso molecular aparente corregido y la reactividad con los anticuerpos
monoespecificos Indicados como rectángulos negros en la parte inferior. Los rectángulos en
la parte superior (A, 6, C y O) marcan la extensión aproximada de las reglones sensibles en
proteolisis limitada.
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FIgura 62. Mapa de proteolísís limItada de p-tubullna en presencia cJe Zn
tt por 7 proteasas.
Cualitativamente se distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los
cortes mayoritarios y en trazo fino los minoritarios. Los números junto a las flechas indican
la posición del primer residuo tras el corte, se indican entre corchetes las posiciones
asignadas putativamente. Junto a cada flecha se indIca entre paréntesis si el punto de corte
es sensible en la tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn2 y glicerol (s) o si se
protege en el polímero <p). Los paréntesis a los lados de las flechas representan la zona de
incertidumbre en la ubicación de los puntos de corte. Se han localizado a partir del peso
molecular aparente corregido y la reactividad con los anticuerpos monoespecíficos indicados
como rectángulos negros en la parle Inferior. Los rectángulos en la parte superior (A, B, O
y O) marcan la extensión aproxImada de las reglones sensibles en proteolrsis limitada.
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con di cioiies.
En la subregión (?~, dc ¡l—tubulina se observa un punto de corte minoritario producido
por tripsína en torno a la posición 368, sin embargo el fragmento Z—TB~31 producido en este
corte se detecta aunque con dificultad, en las ¡nuestras digeridas en tampón fosfato sin Zn2t
ni glicerol (datos rio presentados).
La localización en el extremo carboxilo de las dos únicas diferencias notables en la
digestión controlada de tubulina en presencia de Zn2~, sugiere la existencia de una
modificación de la estructural de esta región cuando interacciona con Zn2~ respecto al estado
en presencia de Mg». En esta región es posible que se localice alguno de los tipos de sitios
de unión de Zn2’ observados (ISagle, Zombola et al. 1983; Melki y Carlier 1993). El extremo
carboxilo se ha propuesto como zona de localización del sitio de unión de otros cationes
divalentes como el Ca» (Serrano, Valencia et al. >986). A partir del estudio de la fijación
de ~~
211a fragmentos de tubulina transferidos a membranas de nitrocelulosa, se ha propuesto
que cl priuiicr tercio de la secuencia dc a— y fl-tubulina fijan este catión (Serrano, Dominguez
et cl. 1 988); este resultado, obtenido con tubulina y fragmentos desnaturalizados, no descarta
la presencia de sitios dc unión de alta o baja afinidad en la región carboxilo terminal.
lista modificación estructural de la región carboxilo terminal por efecto del Zn
2~ no
está relacionada con el cambio conformacional inducido por Za’4, detectado íor un cambio
en el espectro do dicroísmo circular en la región del ultravioleta lejano. El patrón
característico de proteolisis del extremo carboxilo se observa en muestras digeridas en
tampón lO mM MES, 3,4 M glicorol, 0.1 mM MgCI
2, 1 mM GTP, pH 6.5, condiciones en
las que el espectro de dicroísmo circular de la tubulina es similar al obtenido en condiciones
están dar,
4.3. EFECYI’() DE LA POUMERIZACIÓN EN HOJAS SOBRE LA ACCESIBILIDAD A
PRO1’EASAS,
El erecto más directo de la polimerización de la tubulina en hojas inducidas por Zn’~
es la oclusión de las superficies de las proteínas que participan el los contactos
intermolceulares del polímero. En estas estructuras el heterodimero al) establece dos tipos
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de interacciones: longitudinales a lo largo de un mismo protofilamento y laterales en la
agregación de estos.
La estructura de los protofilamentos de las hojas inducidas por es compatible con
la de los 1,rotofilanientos de los niicrotúbulos, siendo las dimensiones de la unidad de
repetición longitudinal 8 nm, asignada al heterodimero de ~fl (Amos y Baker 1979). A
efectos de accesibilidad a proteasas, las superficies ocluidas en Jos contactos longitudinales
se consideran equivalentes en los protofilamentos de ambas estructuras.
La ordenación de los protofilamentos en las hojas inducidas por Zn2~ es
apreciablemente diferente a la de los microtúbulos. En estos últimos, todos los
protofilamentos tienen igual polaridad y de las dos superficies diferenciables que no
participan en los contactos laterales, todos orientan las mismas superficies hacia el exterior
y el interior del microtúbulo respectivamente. Sin embargo en las hojas inducidas por Zn24
los protofilanientos se disponen alternando la polaridad y la orientación de sus superficies
diferenciadas (interna y externa, por analogía con la disposición en los microtúbulos), con
simetría l>2~ (l3aker y Amos 1978). Consecuentemente en las hojas inducidas por Zn24 la
topología de los contactos inter-protoflíamentos es diferente y en ella interaccionan distintas
regiones de la tubulina entre si, respecto a los microtúbulos. A partir de estudios estructurales
a baja resolución se acepta que las regiones implicadas en los contactos laterales son
similares ea las das estructuras (Amos y Baker 1979), y por lo tanto están igualmente
ocluidas. Asimismo, la semejanza de los parámetros termodinárnicos del ensamblaje de
microtúbulos y bojas inducidas por Zn2 indica que los contactos laterales hidrofóbicos tienen
dimensiones comparables en ambos polimeros (Melki y Carlier 1993).
Por ser las hojas inducidas por Zn2’ redes bidimensionales, la superficie de los
protofilamentos equivalente a la orientada hacia el lumen en los microtúbulos es accesible
a las proteasas. Muy siniplificadamente, y exclusivamente a efectos de discusión de la
accesibilidad a proteasas, las hojas inducidas por Zn” se pueden considerar equivalentes a
microtúbulos abiertos.
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4,4. PROTE<)LISIS LIMITAI)A DE HOJAS INDUCIDAS POR Zn2~: COMPARACiÓN
CON LOS MICROTÚBULOS INDUCIDOS POR TAXOL.
La polimerización de la al) tubulina en hojas inducidas por Zn2 conlíeva la
protección de más puntos de corte, proporcionalmente al número de proteasas, que el
ensamblaje en microtúbulos inducidos por taxol.
En las regiones A se observa un comportamiento diferenciado en a- y fl-tubulina. En
a-tubulina polimerizada esta región se mantiene expuesta y sensible. En la cadena ¡3 el punto
de digestión minoritario producido por la endoproteinasa Lys-C se protege al polimerizar.
De forma general las regiones B se protegen más en las hojas inducidas por Zn» que
en los microtúbulos. La protección al ataque proteolitico no es homogénea ni total, en esta
región, en ninguna de las dos proteínas. En la a-tubulina se protegen los enlaces 169-170 y
180-181, sin embargo el enlace 178-179 si es accesible a elastasa en el polímero. En ¡3-
tubulina polimerizada se protegen 3 puntos de corte producidos por subtilisina, pero se
mantienen sensibles los cortes con tripsina, quimotripsina y proteinasa K.
Hemos propuesto con anterioridad que la región preferencial de proteolisis 13 se
localiza en la cara externa de los microtúbulos, muy próxima espacialmente a la zona de
contactos entro protoflíanientos. Esta localización es compatible con los resultados observados
en las hojas inducidas por Zn2’. El comportamiento diferente se explica por modificarse las
superficies de contacto entre los protofilamentos de ambas estructuras. El espaciado lateral
entre protofilamentos de las hojas de Zn2’ es 4.8-4.9 nni (Amos y Baker 1979),
apreciablemente inferior al espaciado entre protofilamentos en el radio helicoidal medio (10.8
nnO de la pared niicrotubular, de ca. 5.6 nm (Andreu, Bordas el al. 1992). Los polimeros
bidiniensionales presenta¡i un mayor grado de empaquetamiento lateral que un polímero
cilíndrico. Una hendidura longitudinal entre protofilamentos, como la presente en la cara
externa de los microtúbulos o equivalente, no se observa en las hojas inducidas por Zn2~. En
consecuencia la superficie de la tubulina expuesta en la cara externa de los microtúbulos se
ve ocluida parcialmente en las hojas inducidas por Zn24, en las zonas limítrofes con las
superficies implicadas en los contactos laterales,
En la región C sensible a proteasas de a-tubulina, la polimerización en hojas
inducidas por Zn2’ protege los mismos enlaces que el ensamblaje en microtúbulos, La
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proteolisiS de estos últimos se caracteriza por la presencia en la subregión % de un corte
minoritario, producido por tripsina, localizado ca. 10 a 15 residuos antes de la posición 339.
En la digestión de las hojas inducidas por Zn2~ no se detecta esta posición de corte. Tal como
se ha propuesto esta región se localiza en la superficie externa de los microtúbulos, muy
próxima a la zona de interacción lateral. La extensión de la zotia ocluida en los contactos
laterales de las hojas de Zn », rC51)CCtO a los microtúbulos, explica su ausencia de sensibilidad
a la protetisa por oclusión.
En las hojas inducidas por Zn2~ la subregión CA de ¡3-tubulina se ocluye a las
proteasas en igual medida cíue en los microtúbulos inducidos por taxol. Sin embargo se
observa una mayor protección de la subregión C~, en concreto de los puntos de corte
producidos por endoproteinasa Lys-C y por subtilisina. indica un paralelismo con la
proteolisis de la cadena a y apoya la hipótesis de una extensión de la zona de contacto lateral
en los polinieros de tubulina con disposición plana de los protofilamentos.
Como hemos observado parece haber un cambio en la estructura secundaria de la
tubulina al unir Zn2 en presencia de MES y glicerol, condiciones en las que comiinmente
se realiza la polimerización de hojas inducidas por este catión. Las zonas de la tubulina
sensibles a proteasas en esta forma ensamblada se localizan en la superficie de la proteína
y son accesibles en el polímero. Estos enlaces no se ocluyen en el proceso de polimerización
o en una posible reorganización estructural, independientemente de que esta última de
produzca.
Las hojas inducidas por Zn2’ han sido un atractivo objeto de atención en estudios de
la estructura <le tut,ulina ya que son polimeros con alto grado de ordenación y pueden ser
considerados como cristales bidimensionales (cg. Erickson 1974: ]3akcr y Amos 1978 ,Wolf
1993). El conjunto cíe residuos expuestos en las hojas inducidas por Zn2’, determinados en
este trabajo, constituyen unas constricciones estructurales que han de ser satisfechas por
cualquier posible estudio estructural, basado en estos polimeros, en el que se intente trazar
la cadena polipeptidica (ver Nogales, Wolfet al. 1995).
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5. M<)I)E¡.Á) DE FS’TRIICi’URA DE LAS REGIONES «(103-172) Y ¡3(93-170) DE
TUBUI.4INA Y (66-139) I)IC FIsZ,
En tubulinas estas dos regiones se extienden secuencialmente antes de las regiones
B de digestión preferencial. La información experimental disponible sobre estas regiones y
su entorno, combinada con los datos de predicción de estructura, permite proponer un modelo
local cíe estructura supersecundaria (figura 83).
Estas regiones contienen secuencias directamente implicadas en la unión del
nucleotido. Por ser el sitio de unión de nucleotido de la subunidad ¡3 intercambiable se
dispone de mayor información experimental sobre la región de esta cadena. Como se ha
descrito experimentalmente, los tíos extremos de la secuencia ¡3(93-170> se localizan en la
superficie de la tubulina, Esta secuencia se corresponde con la región resistente a la digestión
controlada que se extiende entre las regiones sensibles A y U. En el lado amino el enlace
G93-Q94 es digerido por bromelaina, y en el lado carboxilo se localizan varios puntos de
corte (cg. quimotripsina digiere entre F167-S 168). Que el final carboxilo de esta región esta
expuesto al solvente lo confirma la unión a tubulina nativa del anticuerpo anti-f3(153-165)
(Arévalo, Nioto et al. 1990). Topológicaniente ambos están orientados hacia la cara externa
de los microtúbulos, por lo tanto la distancia máxima entre los enlaces G93—Q94 y K174—
V175 es aproximadamente 7 nni, correspondiente a la diagonal mayor de la superficie del
monómero de tubulina externa en el microtúbulo.
Se ha propuesto que el segmento ¡3(102-109) es equivalente al motivo de unión de
los fosfatos o. y ¡3 del nucleotido en proteínas que unen GTP, denominándose “buck-P
inveilido”, ya que su secuencia aparece invertida en tubulinas (Sage, Davis et al. 1991;
Davis, Sage et al. 1994). 14a secuencia [1(140-146)es rica en Gly y se supone analoga al
bucle de unión del fosfato del nucleotido en proteínas que unen ATP/ADP (ver introducción).
Por lo tanto ambas regiones se localizan en el intcrior de la proteína. Por estar implicadas
en la unión de la cadena de fosfatos del nucleotido, ambos bucles se localizan próximos
espacialmente.
La predicción de estructura secundaria para esta región confirma la estructura de bucle
para las dos secuencias implicadas en la unión del nucleotido. La secuencia ¡3(109-124) tiene
un marcado potencial de a-hélice ([1112) y para ¡3(132-138) se predice estructura de lámina
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[3(¡3136). Estos dos elementos están unidos por un bucle de 6 residuos. La longitud de ha
hélice ¡3112 es aproximadamente 2.1 a 2.4 ¡ini, y es muy similar a la extensión del segmento
de lámina 13136, entre 1.7 y 2.3 nm. Por estar próximos espacialníente el bucle-P invertido y
la región rica en Gly, el extremo amino de la hélice deberla localizarse próximo al extremo
carboxilo de la lámina, La ínoximidad de los extremos de estos dos elementos indica una
disposición paralela de los mismos y muy probablemente una interacción entre ambos. La
hélice ¡3112 tiene carácter anfipático. La cara hidrofóbica de esta hélice es la zona potencial
de contacto con el segmento [3136,para el que se predice una baja accesibilidad del solvente.
La interacción entre estos 2 elementos implica una rigidez estructural del conjunto, la cual
explicarla la escasa sensibilidad a las proteasas del bucle [1(124-132)a pesar de tener
asignada una predicción de marcada exposición al solvente. El único punto de corte
posiblemente localizado en esta zona es el enlace K122-E123 de 13-tubulina; la clostripaina
parece digerir de forma minoritaria este enlace. Se ha estudiado la inmunoreactividad de esta
secuencia, que coincide con un máximo de antigenicidad según de la Villa y col (de la Villa,
Andreu et al. 1988). Según el prescnte modelo este epítopo debería ser reconocido en el
heterodímero de tubulina, y seria de gran importancia determinar su grado de exposición en
microtúbulos y hojas inducidas por Zn2’ con el fin determinar más precisamente la
ordenación espacial de los elementos de estructura secundaria existentes en la región 13(93-
167). Sin embargo anticuerpos frente a péptidos homólogos de las secuencias «(120-131) y
[3(19-129) no reaccionan ni con tubulina nativa ni desnaturalizada (Arévalo, Nieto et al.
1990).
El segmento final de la región rica en Gly y la secuencia siguiente tienen elevado
potencial de a-hélice ([1H3). En el extremo amino de esta hélice predoniina el carácter
ocíbidé y en el carboxiló el expuesto. Esta polaridad es coincidente con una orientación de
la hélice [3113desde el sitio de unión del nucleotido, en el interior de la proteína, hacia la
superficie. Al ser la hélice un elemento relativamente rígido, se explica que un anticuerpo
frente a la región 13(154-165) inhiba la incorporación de GTP ala [3-tubulina(I-Iesse, Thierauf
et al. 1987) por alteración de la estructura del sitio de unión, transmitida a lo largo de la a-
liél ice.
Aunque [3113,y posiblemente la lámina ¡3136, conectan el bucle de Gly en el sitio de
unión del nucleotido con la superficie de la proteína, y sus dimensiones son similares, no hay
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información que permita suponer una interacción directa entre la a—hélice [1H3y la a—hélice
[1112o el segmento do lámina [3116.Su disposición relativa es a priori independiente.
Suponiendo, como liemos visto, que ¡3142 y f3E6 pueden forman una estructura
relativamente comPacta, se puede definir un hipotético ángulo diédrico entre el bucle [3(93-
102) y 9143. Su disposición relativa está restringida por localizarse los extremos de ambas
elementos en la superficie de la tubulina orientada hacia la cara externa de los microtúbulos
(ver antes). Se pueden descartar valores cercanos a 1800 para este hipotético ángulo, ya que
una disposición elongada no es compatible con los datos bioquímicos e inmunoquirnicos.
Como la región U se localiza en la cara externa de los microtúbulos, próxima a la
superficie de contacto lateral entre protofilamentos (ver antes), y la longitud aproximada de
a-hélice [1113es de 2,3 a 2.4 nm. Siendo el espesor de la pared de los microtúbulos
aproximadamente 7 a 8 nm. Se deduce que el sitio de unión de nucleotido de localiza en la
mitad exterior de la pared ni icrotubitíar.
Por ser cl sitio de unión de nucleotido de la «-tubulina no intercambiable, no se
dispone do evidencias experimentales sobre las secuencias implicadas en la unión del
nucleotido a esta cadena, Existen una serie de similitudes entre las regiones a(103-164) y
[3<102—162)que indican una homología estructural de estas regiones. Al igual que en la
cadena ¡3, tras la región «(103-164) se extiende una zona sensible a proteasas y el epitopo
«(153-165) es reconocido en la proteína nativa (Arévalo, Nieto et al. 1990); el final de esta
región se localiza en la superficie de la proteína. Los bucles implicados en la unión del
nucleotido, bucle-P ¡¡ivertido y bucle de glicinas, están conservados en ambas subunidades.
Hay una gran homología en la predicción de estructura secundaria entre ambas cadenas.
La comparación de la predicción de estructura secundaria de FtsZ y [3-tubulina
muestra homología estructural entre las regiones [1(103-177)y FtsZ(66-139). La predicción
de estructura secundaria para estas dos regiones se caracteriza por tener un elevado grado de
confianza, por lo que ambas regiones podrían formar parte de lo que parece constituir un
“núcleo predecible”, aparentemente presente en las proteínas (Barton 1995). Esta elevada
fiabilidad de la predicción puede reflejar una baja variabilidad de la estructura secundaria de
estas regiones dentro de las respectivas familias de proteínas. Esta variabilidad es una
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característica intrínseca de las familias de proteínas de estructura homóloga, y afecta
principalmente ti It’ extensiolí dc los elementos estructurales (Choihia y Lesk 1986). En
resumen se puede inferir que los elementos estructurales de estas regiones están altamente
conservados. posiblemente debido a su importancia funcional ya que a ellos se debe la
correcta geometría de los dos bucles iniplicados presuntamente en la unión e hidrólisis del
nucleotido.
Un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo en la secuencia 79-97 de FtsZ
reacciona con la proteína en condiciones nativas (Voskuil, Westerbeek et al, 1994). Esta zona
comprende la hélice a z114 y el bucle siguiente. La presencia de un epitopo expuesto, que
probablemente incluyn al bucle 94—96, es compatible con la homología estructural con
tubul i nas, y a que como hemos micado anteriormente, el bucle equivalente en tubul i ría
deberla loenlizarse en la superficie de la proteína. De forma análoga es una idea estimulante
comprobar la sensibilidad a proteasas de la zona 123—140 de FtsZ, ya que en ella podemos
predecir la localización de puntos de corte. Estos resultados darían importante información
sobre la posible localización superficial del segmento de lámina [1zES, a pesar de tener una
marcada asignación ocluIda (predominante etí la secuencia de FtsZ, ver antes).
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conclusiones
1-La írotcolísis limitada de la «fltubulina heterodirnérica se produce selectivamente en zonas
definidas de la secuencía. Las zonas «(40-43), «(60-61), «(160-18 1), «(280-295), «(339-
340ta(43O-45lt [3(58-59),[1(93-94),13(167-184), ¡3(277-283), [3(354355)y ¡3(400-445) se
localizan en la superficie del heterodimero y son accesibles al ataque de endoproteinasas.
2- Los puntos de ataque proteolítico se localizan mayoritariamente en zonas con predicción
de estructura secundaria de bucle o desordenada.
3-Los residuos de «-tubulina: K40-T4 1-142, K59-HGO, DIEO-Y161, E1G8-F169-S170, 5178-
T179-AISOVISl. E290-1291 y A293-C294; y los de ¡3: KSS-Y59, G93-Q94, F168-5169,
K174-V175, Y183-N184, (i277-8278, C355-D356, se localizan en la superfice de los
ni i cro túb tilos.
4- Los residuos de cx-tubulina: K280-A281 y R339-T340; y los de [3:Y281-R282-A283 se
protegen en los microtúbulos, localizándose posiblemente en la zona de contacto entre
protofi lamentos.
5- La zona carboxilo terminal de «-tubulina se protege parcialmente del ataque por proteasas
en los microtúbulos. La zona carboxilo terminal de 13-tubulina aumenta su sensibilidad a las
proteasas como consecuencia del ensamblaje.
6- La tubulina en presencia de Zn2, glicerol y MES, sufre un cambio en su característico
espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano, indicativo de un cambio en la
estru ct uni see un ciar it’ promedio.
7- El patrón de proteolisis controlada de tubulina en presencia de Zn2 y concentración
submiliniolar de Mg2’ es similar al observado en tampón fosfato y 6niM Mg2~. Las únicas
diferencias cualitativamente significantes se localizan en la digestión del extremo carboxilo
de a- y [3-tubulina.
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8- 1.~os residuos de «-tubulina: K40, T41, S]78, TUS, A294 y C295, y los de ¡3: K58, Y59,
1168, SU<9, 1<174, V175, Y183 y N184, se localizan en la superficie de las hojas inducidas
por Z¡i’’
9- Hay una homología entre la estructura secundaria de las tubulinas y la proteína de la
división bacteriana FtsZ. 131 mayor segmento con homología estructural comprende las
regiones (99-177) de [1-tubulinade cerebro porcino y (67-139) dc FtsZ de Eschcrichia cali,
que incluyen dos motivos de secuencia implicados en la unión del nucleotido y para las que
se propone un modelo de plegamiento.
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